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Informes de validación

Ver referencias. Las copias se encuentran disponibles por 
correo electrónico desde la Secretaría de ISTA: ista.of-
fice@ista.ch.

Por favor enviar comentarios, sugerencias o informes de 
problemas relacionados con este método al Comité de 
Sanidad de Semillas, dirigidos a la Secretaría de ISTA.

Descargo de responsabilidad

Aunque ISTA ha tenido cuidado de asegurar la exactitud 
de los métodos y la información en ellos descripta, ISTA 
no se hará responsable ante la pérdida o daño, etc. como 
resultado por el uso de este método.

Medidas de seguridad

Asegurarse de estar familiarizado con la información de 
riesgos y tomar las medidas de seguridad apropiadas, es-
pecialmente durante el pesaje de los reactivos. Se asu-
me que el personal que lleva a cabo estos análisis se en-
cuentra en un laboratorio adecuado para llevar a cabo los 
procedimientos de microbiología y familiarizado con los 
principios de las Buenas Prácticas de Laboratorio, Buenas 
Prácticas de Microbiología y técnicas asépticas. Eliminar 
todos los materiales de desecho en forma adecuada (ej. 
autoclave, desinfección) y de acuerdo con las regulaciones 
de salud, medioambientales y de seguridad locales.

Nota sobre el uso de traducciones

La versión electrónica de las Reglas Internacionales para el Análisis de Semillas, incluye 
las versiones Inglés, Francés, Alemán y Español. Si hay preguntas sobre la interpretación 
de las Reglas ISTA, la versión en inglés es la versión definitiva.

Publicado por
International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

Todos los derechos reservados. Ninguna parte de esta publicación puede reproducirse, 
almacenarse en ningún sistema de recuperación de datos o trasmitirse de ninguna forma 
ni por ningún medio, ya sea electrónico, mecánico, fotocopiado, grabado o de otro modo, 
sin el permiso previo y  por escrito de ISTA.

Validierungsstudien

Siehe Literaturquellen. Kopien sind erhältlich per E-mail 
ista.office@ista.ch durch das ISTA-Sekretariat.

Kommentare, Empfehlungen oder Berichte zu Problemen 
betreffend dieser Methode sind bitte an das ISTA Seed He-
alth Committee über die Adresse des ISTA-Sekretariates 
zu richten.

Haftungsausschluss

Obgleich die ISTA mit Sorgfalt auf die Richtigkeit der in die-
ser Methodenbeschreibung angegebenen Methoden und 
In for mationen achtet, haftet sie nicht für jeglichen Verlust, 
Schaden etc., der aus der Verwendung dieser Methode 
resultiert.

Sicherheitsmaßnahmen

Der sichere Umgang mit Gefahren im mikrobiologischen 
Labor und die Berücksichtigung entsprechender Vorsichts-
maßnahmen, insbesondere während der Herstellung der 
Kulturmedien, dem Autoklavieren und Auswiegen der Be-
standteile, sind zu gewährleisten. Es wird vorausgesetzt, 
dass diese Arbeitsschritte in einem mikrobiologischen 
Labor durch Mitarbeiter durchgeführt werden, die mit den 
Prinzipien der Guten Laborpraxis, Guten Mikrobiologischen 
Praxis und der sterilen Arbeitstechnik vertraut sind. Alle Ab-
fallstoffe sind auf geeignete Weise und entsprechend der 
vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und Umwelt-
bestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autoklavieren, 
Desinfizieren). 

Herausgegeben von der:
Internationalen Vereinigung für Saatgutprüfung (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Schweiz

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titel der englischen Originalausgabe: International Rules for Seed Testing

Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil dieses Werkes darf in irgendwelcher Form oder durch 
irgendwelchem Verfahren, sei es elektronisch, mechanisch, durch Fotokopie oder Tonauf-
nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
werden, ohne vorherige schriftliche Genehmigung der Internationalen Vereinigung für 
Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

Die elektronische Version enthält die Englische, Französische, Deutsche und Spanische 
Version der ISTA-Vorschriften. Bei irgendwelchen Fragen bezüglich der Interpretation der 
ISTA-Vorschriften ist die englische Version die massgebliche Version.

Études de validation

Voir Références. Les copies sont disponibles au secréta-
riat de l’ISTA par courriel ista.office@ista.ch.

Merci d’envoyer les commentaires, suggestions ou signa-
lement de problèmes sur cette méthode au responsable 
du ISTA Seed Health Committee, c/o Secrétariat de l’ISTA.

Limitation de responsabilité

En dépit du soin pris par l’ISTA pour assurer l’exactitude 
des méthodes et des informations contenues dans la des-
cription des méthodes, l’ISTA décline toute responsabilité 
pour toute perte ou dommage, etc., résultant de l’utilisation 
de la présente méthode.

Sécurité

Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées. Il est supposé que cette 
méthode est pratiquée dans un laboratoire de microbiolo-
gie par des personnes familières des principes de bonnes 
pratiques de laboratoire, de bonnes pratiques de micro-
biologie, et des techniques d’asepsie. Tous les déchets 
doivent être traités d’une manière appropriée (par exemple 
autoclavage, désinfection) et selon des règlements locaux 
de sécurité. 

Éditées par :
L’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suisse

© 2024 par l’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
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moyen, électronique, mécanique, photocopiant, enregistrant ou autrement, sans autorisa-
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Remarque sur l’utilisation des traductions

La version électronique des règles incluant les versions en anglais, en français, en alle-
mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
anglaise fait foi.

Validation reports

See References. Copies are available by e-mail from the 
ISTA Secretariat at ista.office@ista.ch.

Please send comments, suggestions or reports of prob-
lems relating to this method to the ISTA Seed Health Com-
mittee, c/o ISTA Secretariat.

Disclaimer

Whilst ISTA has taken care to ensure the accuracy of the 
methods and information described in this method descrip-
tion, ISTA shall not be liable for any loss or damage, etc. 
resulting from the use of this method.

Safety precautions

Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during weighing 
out of ingredients. It is assumed that persons carrying 
out this test are in a laboratory suitable for carrying out 
microbiological procedures and familiar with the principles 
of Good Laboratory Practice, Good Microbiological Practice, 
and aseptic techniques. Dispose of all waste materials in 
an appropriate way (e.g. autoclaving, disinfection) and in 
accordance with local health, environmental and safety 
regulations.

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.

Published by
The International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
recording or otherwise, without prior permission in writing from ISTA. 
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7‑029: Detección de Pseudomonas syringae pv. pisi en 
semillas de Pisum sativum (arveja)

Hospedante: Pisum sativum L.s.l.
Patógeno(s): Pseudomonas syringae pv. pisi (Sack.) 

Young, Dye & Wilkie

Preparado por: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autores: V. Grimault1, R. Germain2 & A. Politikou3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Vilmorin Sa, Rue du manoir, 49250 La Menitre, 

France
 E-mail: rodolphe.germain@vilmorin.com
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2014-01-01
Versión 1.1, 2017-01-01: Método: pasos 6.1 y 6.2., modi-

ficados. Informe de resultados, revisado
Versión 1.2, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.3, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, Métodos 

y Métodos generales, revisados

Antecedentes
Pseudomonas syringae pv. pisi (P. syringae pv. pisi), el 
organismo que causa el tizón bacteriano en semillas de ar-
veja (Grondeau et al., 1993), es un patógeno que es trans-
portado (Hollaway et al., 2007) y trasmitido por la semilla 
(Grondeau et al., 1993; Roberts et al., 1992, 1996). Diver-
sos estudios sobre la caracterización de P. syringae pv. pisi 
(Grondeau et al., 1996; Elvira-Recuenco y Taylor 2001) y 
la diferenciación entre pv. syringae y pv. pisi (Malandrin y 
Samson 1998) fueron llevados a cabo para la identificación 
y el desarrollo de ensayos de detección de P. syringae pv. 
pisi en semilla de arveja (Lyons and Taylor 1990; Fraaije et 
al., 1993). Los análisis serológicos no pueden proporcio-
nar información sobre la viabilidad y patogenicidad de las 
bacterias (Schaad 1982). Por lo tanto, los métodos dispo-
nibles utilizados por los laboratorios de sanidad de semi-
lla se basan en análisis de siembra de diluciones seriadas 
de extracto de lavado de semillas en medio semiselectivo 
(Fraaije et al., 1993); (Grondeau et al., 1993; Mohan and 
Schaad 1987) y la confirmación de colonias sospechosas 
mediante la prueba de patogenicidad (Grondeau et al., 
1992; Malandrin y Samson 1998).

Este método para la detección de P. syringae pv. pisi 
en semilla de arveja no tratada, ha sido validado mediante 
un análisis comparativo entre los resultados obtenidos por 
siete laboratorios; este ensayo fue organizado por Inter-
national Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF 
(ISHI-Veg). El ensayo consiste en la siembra de diluciones 
de extracto de lavado de semillas en medios semiselecti-
vos, KBBCA y SNAC, con la opción de realizar ensayos 
bioquímicos para las colonias sospechosas y la prueba de 
patogenicidad para la confirmación de las mismas. Las 
pruebas bioquímicas permiten reducir el número de P. 
syringae pv. pisi sospechosas y subsecuentemente, reduce 
el tiempo y el trabajo de confirmación mediante la prueba 
de patogenicidad. Los dos métodos de prueba de patogeni-
cidad proporcionan al usuario una alta flexibilidad de ope-
rar en diferentes condiciones de laboratorio.

Semilla tratada
El uso de semillas tratadas para realizar este ensayo puede 
afectar el resultado de este análisis. Solo se debe realizar 
con semillas in tratar. (Definición de tratamiento: cual-
quier proceso, físico, biológico o químico al que es some-
tido un lote de semilla, incluyendo las semillas recubiertas. 
Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a ana-
lizar) y el tamaño de la sub-muestra dependen del uso 
previsto, del nivel máximo de infección aceptable y de la 
sensibilidad analítica del método. El tamaño mínimo reco-
mendado de la muestra de trabajo es de 5000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 1000 semillas.

Materiales
Material de referencia: cepa conocida de Pseudomonas 

syringae pv. pisi o material de referencia estandarizado
Placas de medio KBBCA: placas de Petri de 90 mm 

(6 placas por cada medio por sub-muestra + controles)
Placas de medio SNAC: placas de Petri de 90 mm (6 pla-

cas por cada medio por sub-muestra + controles)
Bolsas de polietileno o recipientes: con solución salina 

(0,85 % NaCI) para el remojo de las semillas (2,5 ml 
por gramo de semilla)

Sala fría o Refrigerador: programado a 4 °C

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑029: Nachweis von Pseudomonas syringae pv. pisi an 
Samen von Pisum sativum (Erbse)

Wirtspflanze: Pisum sativum L.s.l.
Krankheitserreger: Pseudomonas syringae pv. pisi 

(Sack.) Young, Dye & Wilkie (Bakterieller Stengel-
brand der Erbse)

Erstellt durch: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autoren: V. Grimault1, R. Germain2 & A. Politikou3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, Frankreich

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Vilmorin Sa, Rue du manoir, 49250 La Menitre, 

France
 E-mail: rodolphe.germain@vilmorin.com
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Schweiz
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revisionsstand

Version 1.0., 2014-01-01.
Version 1.1, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.2, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.3, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße, 

Methoden und Allgemeine Methoden

Hintergrund
Pseudomonas syringae pv. pisi (P. syringae pv. pisi) ist 
als Verursacher des bakteriellen Stengelbrandes an Erb-
sensamen (Grondeau et al., 1993) ein samenbürtiger (Hol-
laway et al., 2007) und samenübertragbarer (Grondeau et 
al., 1993; 1996; Roberts et al., 1992, 1996) bakterieller 
Erreger. Einige Studien zur Charakterisierung von P. sy-
ringae pv. pisi (Grondeau et al., 1996; Elvira-Recuenco & 
Taylor 2001) und Unterscheidung zwischen pv. syringae 
und pv. pisi (Malandrin & Samson 1998) wurden zu Be-
stimmungszwecken und zur Entwicklung von Tests zum 
Nachweis von P. syringae pv. pisi an Erbsensamen (Lyons 
& Taylor 1990; Fraaije et al., 1993) durchgeführt. Serolo-
gische Tests können keine Information zur Lebensfähig-
keit des Bakteriums und zur Pathogenität liefern (Schaad 
1982). Deshalb basieren die verfügbaren Methoden für 
Saatgutgesundheitslabore auf dem Ausplattieren von 
Verdünnungsreihen von gewaschenen Samen auf semi-
selektiven Medien (Fraaije et al., 1993; Grondeau et al., 
1993; Mohan & Schaad 1987) und der Bestätigung der 

verdächtigen Kolonien im Pathogenitätstest (Grondeau et 
al., 1992; Malandrin & Samson 1998).

Die Methode für den Nachweis von P. syringae pv. 
pisi an unbehandelten Erbsensamen wurde in einem Ver-
gleichstest, organisiert durch die International Seed Health 
Initiative for Vegetables, ISF (ISHI-Veg), mit Ergebnissen 
von sieben Laboren validiert. Sie schließt das Ausplat-
tieren von Verdünnungsreihen von gewaschenen Samen 
auf densemi-selektiven KBBCA- und SNAC-Medien ein, 
optional biochemische Untersuchungen von verdächtigen 
Kolonien, und einen Pathogenitätstest für ihre Bestäti-
gung. Die biochemischen Untersuchungen ermöglichen 
eine Reduzierung der Zahl von verdächtigen Kolonien 
betreffend P. syringae pv. pisi für die endgültige Identi-
fikation und folglich eine Zeit- und Arbeitseinsparung im 
Pathogenitätstest. Die zwei Pathogenitätstestmethoden er-
möglichen dem Nutzer eine hohe Flexibilität im Betrieb 
unter verschiedenen Laborbedingungen. 

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen. Diese Methode ist nicht validiert für 
behandeltes Saatgut. (Definition Behandlung: Jegliches 
Verfahren physikalischer, biologischer oder chemischer 
Natur, dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließ-
lich Saatgutumhüllungen. Siehe 7.2.3.)

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) und di Teilprobengröße hängt vom Verwendungs-
zweck, dem maximal akzeptablen Infektionsniveau und 
der analytischen Empfindlichkeit der Methode ab. Die 
empfohlene Größe der Untersuchungsprobe beträgt 5000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 1000 
Samen.

Material
Referenzmaterial: Ein bekannter Stamm von 

Pseudomonas syringae pv. pisi oder standardisiertes 
Referenzmaterial

Platten mit KBBCA-Medium: 90 mm Petrischalen  
(6 Platten jedes Mediums je Teilprobe und Kontrollen)

Platten mit SNAC-Medium: 90 mm Petrischalen  
(6 Platten jedes Mediums je Teilprobe und Kontrollen)

Effectives 1er janvier 2024
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7‑029 : Détection de Pseudomonas syringae pv. pisi sur 
semences de Pisum sativum (pois)

Hôte : Pisum sativum L. s.l.
Pathogène(s) : Pseudomonas syringae pv. pisi (Sack.) 

Young, Dye & Wilkie

Préparé par : International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Auteurs : V. Grimault1, R. Germain2 & A. Politikou3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

 Courriel : valerie.grimault@geves.fr
 2Vilmorin Sa, Rue du manoir, 49250 La Menitre, 

France
 Courriel : rodolphe.germain@vilmorin.com
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 Courriel : liana.politikou@ufs-asso.com

Historique de la révision

Version 1.0, 2014-01-01
Version 1.1, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.2, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé
Version 1.3, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon », 

« Méthodes » et « Méthodes générales » révisés

Historique
Pseudomonas syringae pv. pisi, l’organisme responsable 
de la bactériose du pois (Grondeau et al., 1993), est un pa-
thogène bactérien porté (Hollaway et al., 2007) et transmit 
par les semences (Grondeau et al., 1993 ; 1996 ; Roberts et 
al., 1992, 1996). De nombreuses études sur la caractérisa-
tion du P. syringae pv pisi (Grondeau et al., 1996 ; Elvira 
Recuenco & Taylor, 2001) et la distinction entre le pv. 
syringae et le pv. pisi (Malandrin & Samson, 1998) ont été 
menées dans un but d’identification et de développement 
de tests de détection du P. syringae pv pisi sur semences 
de pois (Lyons & Taylor, 1990 ; Fraaije et al., 1993). Les 
essais sérologiques n’ont pas pu fournir d’information 
sur la viabilité et la pathogénicité de la bactérie (Schaad, 
1982). Par conséquent, les méthodes actuelles utilisées par 
les laboratoires de santé des semences sont basées sur des 
tests de macération des semences-dilution-étalement sur 
milieux semi-sélectifs (Fraajie et al., 1993 ; Grondeau et 
al., 1993 ; Mohan & Schaad, 1987) et sur la confirmation 
des colonies suspectes par un test de pouvoir pathogène 
(Grondeau et al., 1992 ; Malandrin & Samson, 1998).

Cette methode de détection de P. syringae pv. pisi sur 
semences de pois non traitées a été validée par un test 
comparatif mis en place par l’ISF (International Seed 
Health Initiative for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)) en 
collaboration avec sept laboratoires. Il comprend la ma-
cération des semences-dilution-étalement sur les milieux 
semi-sélectifs KBBCA et SNAC ainsi que des tests bio-
chimiques facultatifs sur les colonies suspectes et un test 
de pouvoir pathogène pour confirmation. Les tests bio-
chimiques permettent, pour un nombre réduit de colonies 
suspectes, d’être identifiées comme P. syringae pv. pisi et 
de réduire ainsi le temps d’analyse et le travail nécessaire 
au test de pouvoir pathogène. Les deux méthodes de test 
de pouvoir pathogène permettent à l’utilisateur une plus 
grande flexibilité pour opérer dans différentes conditions 
de laboratoire.

Semences traitées
Les traitements de semences peuvent affecter la perfor-
mance de ce test. Cette méthode n’a pas été validée sur 
des semences traitées. (Définition d’un traitement : tout 
procédé physique, biologique ou chimique auquel un lot 
de semence est soumis, à l’inclusion des enrobages de 
semences. Voir 7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mi-
nimale recommandée pour l’échantillon de travail est de 
5000 semences et la taille maximale du sous-échantillon 
doit être de 1000 semences.

Matériel
Matériel de référence : souches de Pseudomonas 

syringae pv. pisi connues ou matériel de référence 
standardisé

Boîtes de milieu KBBCA : boîtes de Petri de 90 mm 
(6 boîtes de chaque milieu par sous-échantillon + 
contrôles)

Boîtes de milieu SNAC : Boîtes de Petri de 90 mm 
(6 boîtes de chaque milieu par sous-échantillon + 
contrôles)

7-029-3
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7‑029: Detection of Pseudomonas syringae pv. pisi in 
Pisum sativum (pea) seed

Host: Pisum sativum L.s.l.
Pathogen(s): Pseudomonas syringae pv. pisi (Sack.) 

Young, Dye & Wilkie

Prepared by: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Authors: V. Grimault1, R. Germain2 & A. Politikou3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Vilmorin Sa, Rue du manoir, 49250 La Menitre, 

France
 E-mail: rodolphe.germain@vilmorin.com
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revision history

Version 1.0, 2014-01-01
Version 1.1, 2017-01-01: Method: steps 6.1 & 6.2 

modified; Reporting results revised
Version 1.2, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.3, 2024-01-01: Sample size, Methods and 

General methods revised

Background
Pseudomonas syringae pv. pisi (P. syringae pv. pisi), 
causal organism of bacterial blight on pea seeds 
(Grondeau et al., 1993), is a seed-borne (Hollaway et al., 
2007) and seed-transmitted (Grondeau et al., 1993; 1996; 
Roberts et al., 1992, 1996) bacterial pathogen. Several 
studies on the characterisation of P. syringae pv. pisi 
(Grondeau et al., 1996; Elvira-Recuenco & Taylor, 2001) 
and distinction between the pv. syringae and pv. pisi 
(Malandrin & Samson, 1998) have been conducted for 
identification purposes and for the development of tests 
for the P. syringae pv. pisi detection on pea seed (Lyons 
& Taylor, 1990; Fraaije et al., 1993). The serological 
assays can not provide information on the bacterium’s 
viability and pathogenicity (Schaad, 1982). Therefore, 
the available methods in use by seed health laboratories 

are based on seed wash-dilution-plating assays on semi-
selective media (Fraaije et al., 1993; Grondeau et al., 
1993; Mohan & Schaad, 1987) and confirmation of 
suspect colonies by a pathogenicity test (Grondeau et al., 
1992; Malandrin & Samson, 1998).

This method for the detection of P. syringae pv. pisi on 
untreated pea seeds has been validated in a comparative 
test organised by the International Seed Health Initiative 
for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg) with results of seven 
laboratories. It includes a seed wash-dilution-plating on 
the KBBCA and SNAC semi-selective media, optional 
biochemical tests on suspect colonies and a pathogenicity 
test for their confirmation. The biochemical tests allow 
for a reduced number of P. syringae pv. pisi suspects 
to be confirmed and subsequently for reduced time and 
labour in the pathogenicity test. The two pathogenicity 
test methods provide the user with a higher flexibility to 
operate in different laboratory conditions.

Treated seed
Seed treatments may affect the performance of this 
test. This method was not validated on treated seed. 
(Definition of treatment: any process, physical, biological 
or chemical, to which a seed lot is subjected, including 
seed coatings. See 7.2.3.)

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) and 
subsample size depend on intended use, the maximum 
acceptable infection level and the analytical sensitivity 
of the method. The minimum recommended working 
sample size is 5000 seeds and the maximum subsample 
size must be 1000 seeds.

Materials
Reference material: known strain of Pseudomonas 

syringae pv. pisi or standardised reference material
Plates of KBBCA medium: 90 mm Petri dishes (6 

plates of each medium per subsample + controls)

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-029Sample size description revised for consistency across methods.
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Frascos para dilución: que contengan 4,5 ml de solución 
salina (2 por sub-muestra). Otros volúmenes pueden 
ser aceptados, ver Métodos generales.

Pipetas automáticas: verificar regularmente la exactitud 
y precisión

Puntas para pipetas
Espátulas de vidrio estériles
Etanol 70 % o producto equivalente para desinfectar
Balanza: adecuada para pesar con aproximación a 0,001 g
Incubadora: programada a 28 ±2 °C
Lámpara UV (365 nm): para verificar la fluorescencia
Materiales para la prueba de oxidasa: solución acuosa 

al 1 % de N,N-dimetil parafenilen diamino oxalato o 
reactivo listo para usar (ej. Bactident Oxidase, Merck, 
1.13300.0001)

Plántulas de arveja: susceptibles a todas las razas del pa-
tógeno para la prueba de patogenicidad (ej. ´Kelvedon 
Wonder´)

Módulo/cámara de crecimiento: capaz de operar/man-
tener una temperatura de 20 ±2 °C

Invernadero: adecuado para mantener una temperatura 
de 20–25 °C

Preparación de la muestra
Esto se puede realizar anticipadamente al análisis

Es importante evitar cualquier posibilidad de contami-
nación cruzada entre las muestras de semillas. Por lo tanto, 
es esencial desinfectar las superficies, los recipientes, ma-
nos enguantadas, etc. antes y después de manipular cada 
muestra. Esto se puede lograr limpiando / rociando con 
etanol 70 % tanto los equipos como los guantes de trabajo.
1.  Contar un número de semillas de un peso conocido. 

Estimar el peso de mil semillas (PMS) como sigue:
  PMS = (peso de semillas / número de semillas) × 1000
2.  Basado en un PMS estimado, pesar las sub-muestras 

del tamaño requerido en una bolsa de polietileno o en 
un recipiente, limpios.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Extracción
1.1  Remojar las semillas de cada sub-muestra en una so-

lución salina estéril en una bolsa o recipiente de plás-
tico. El volumen de la solución salina se debe ajustar 
de acuerdo al número de semillas usadas (2,5 ml por 
gramo de semillas).

1.2  Dejar remojar las sub-muestras toda la noche (18–24 h) 
a 4 °C con agitación.

2.  Dilución y siembra
2.1  Agitar manualmente las bolsas plásticas o recipientes 

para obtener un extracto homogéneo antes de diluir.
2.2  Preparar dos diluciones seriadas 1:10 de cada extrac-

to de semilla. Tomar con pipeta 0,5 ml del extracto 
y agregar a 4,5 ml de estéril y agitar con vortex para 
mezclar (dilución 10–1). Tomar con pipeta 0,5 ml de la 
dilución 10–1 y agregar a otros 4,5 ml de solución salina 
estéril, agitar con vortex para mezclar (dilución 10–2) 
(ver Métodos generales).

2.3  Tomar con pipeta 100 µl de cada dilución y del extrac-
to de semilla sin diluir y decargarlos sobre la placa de 
cada uno de los dos medios semiselectivos (KBBCA 
y SNAC) y esparcir sobre la superficie con una varilla 
de vidrio doblada estéril o equivalente (ver Métodos 
generales).

2.4  Incubar las placas invertidas a 28 ±2 °C y evaluar des-
pués de 4–5 días (ver paso 5).

3.  Control positivo (cultivo ó material de referencia)
3.1  Preparar la suspensión de una cepa conocida de 

Pseudomonas syringae pv. pisi en una solución salina 
estéril o reconstituir el material de referencia estánda-
rizado de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

3.2  Diluir la suspensión para obtener diluciones que con-
tengan aproximadamente entre 10–2 a 10–4 ufc/ml. Esto 
puede requerir siete diluciones a partir de una suspen-
sión turbia.

3.3  Tomar con pipeta 100 µl de diluciones contables en las 
placas de cada medio semiselectivo (KBBCA, SNAC) 
y esparcir sobre la superficie con una varilla de vidrio 
doblada o equivalente (ver Métodos generales).

3.4  Incubar las placas de los controles con las placas de las 
muestras.

4.  Prueba de esterilidad
4.1  Preparar diluciones seriadas del medio de extracción 

(ej. solución salina estéril) que no contenga semilla, y 
sembrar en una placa de cada uno de los medios semi-
selectivos como se hizo con las muestras.

5.  Evaluación de las placas
5.1  Examinar y comprobar la esterilidad y registrar el con-

trol positivo en ambos medios semiselectivos (KBB-
CA, SNAC) (PCC).

5.2  Examinar las placas de las muestras para detectar la 
presencia de las colonias típicas de P. syringae pv. pisi 

7-029-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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PE-Beutel oder -Gefäße: Mit steriler Salzlösung (0,85 % 
NaCl) zum Einweichen der Samen (2,5 ml je g Samen)

Kaltraum oder Kühlschrank: Betrieb bei 4 °C
Verdünnungsbehälter: Befüllt mit 4,5 ml steriler Salz-

lösung (2 je Teilprobe), andere Volumen können auch 
verwendet werden (siehe Allgemeine Methoden)

Automatische Pipetten: Genauigkeit und Präzision sind 
regelmäßig zu überprüfen

Sterile Pipettenspitzen
Sterile Drigalskispatel
70 %-prozentiges Ethanol oder entsprechendes 

Desinfektionsmittel
Waage: Auf 0,001 g genau
Inkubator: Betrieb bei 28 ±2 °C)
UV-Lampe (365 nm): zur Fluoreszenzprüfung
Material für Oxidase-Tests: 1 % wässrige N,N-Dime-

thylparaphenylendiamineoxalatlösung oder Fertiglö-
sung für die Tests (z. B. Bactident Oxidase, Merck, 
1.13300.0001)

Erbsenkeimlinge: Anfällig für alle Rassen des Krank-
heitserregers im Pathogenitätstest (z. B. ‘Kelvedon 
Wonder’)

Pflanzeninkubationskammer: Betrieb bei 20 ±2 °C)
Gewächshaus: Betrieb bei 20–25 °C

Probenvorbereitung
Dies kann vor der Untersuchung stattfinden.

Jede Möglichkeit der Kreuzkontamination zwischen 
den Saatgutproben muss ausgeschlossen werden, daher 
ist es äußerst wichtig, sowohl vor als auch nach dem Be-
rühren jeder einzelnen Probe alle Oberflächen, Behälter, 
Hände usw. zu desinfizieren. Dies kann durch das Besprü-
hen der Arbeitsmaterialien und Hände mit 70-prozentigem 
Ethanol und dem Tragen von Handschuhen erfolgen.
1.  Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gesamtgewicht 

bestimmen. Berechnung des Tausendkorngewichtes 
(TKG):
 TKG = (Gewicht der Samen / Anzahl der Samen)  
× 1000 

2.  Basierend auf dem ermittelten TKG, Teilproben der er-
forderlichen Größe in neue saubere Probentüten oder 
Probengefäße abwiegen.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1. Extraktion
1.1  Einweichen der Samen jeder Teilprobe in steriler Salz-

lösung in PE-Beutel oder -Behälter. Das Volumen der 
sterilen Salzlösung sollte der verwendeten Zahl von 
Samen (2,5 ml auf 1 g Samen) angepasst werden.

1.2  Einweichen der Teilproben über Nacht (18–24 h) bei 
4 °C unter Bewegung.

2. Verdünnen und Ausplattieren 
2.1  Mit der Hand die PE-Beutel oder -Behälter schütteln, 

um ein homogenes Extrakt vor der Herstellung der 
Verdünnung zu erhalten.

2.2  Herstellung von zwei 10-fachen Verdünnungsreihen 
aus jedem Samenextrakt. 0,5 ml des Extraktes in 4,5 ml 
der sterilen Salzlösung pipettieren und zur Mischung 
(10–1 Verdünnung) vortexen. 0,5 ml der 10–1 Verdün-
nung in 4,5 ml einer anderen sterilen Salzlösung pi-
pettieren und zur Mischung (10–2 Vedünnung) vortexen 
(siehe Allgemeine Methoden). 

2.3  100 µl von jeder Verdünnung und das unverdünnte Sa-
menextrakt auf 2 Platten von jedem der semi-selekti-
ven Medien (KBBCA und SNAC) pipettieren und auf 
der Oberfläche mit einem sterilen Drigalskispatel oder 
gleichwertigem Instrument verteilen (siehe Allgemei-
ne Methoden).

2.4  Inkubation der Platten kopfüber bei 28 ±2 °C) und Un-
tersuchung nach 4–5 Tagen (siehe Abschnitt 5).

3. Positivkontrolle (Kultur- oder Referenzmaterial)
3.1  Herstellung einer Suspension von einem bekanntem 

Stamm von Pseudomonas syringae pv. pisi in steriler 
Salzlösung oder Nutzung einer Standardreferenzkultur 
nach Angaben des Herstellers.

3.2  Suspension ausreichend verdünnen, um eine Konzen-
tration von ungefähr 10–2 bis 10–4 cfu/ml zu erhalten. 
Dies kann bei trüben Ausgangssuspensionen bis zu sie-
ben 10-fach-Verdünnungsreihen erfordern.

3.3  100 µl von entsprechend zählbaren Verdünnungen auf 
Platten jeder der semi-selectiven Medien (KBBCA, 
SNAC) pipettieren und auf der Oberfläche mit einem 
sterilen Drigalskispatel oder gleichwertigem Instru-
ment verteilen (siehe Allgemeine Methoden).

3.4  Inkubation der Kontrollplatten mit den Untersuchungs-
platten zusammen.

4. Sterilitätskontrolle
4.1  Verdünnungsreihe einer Probe des Extraktionsmedi-

ums (z. B. sterile Salzlösung), welches keine Samen 
enthält, auf jeden der semi-selektiven Medien wie für 
die Proben ausplattieren.

5. Untersuchung der Agarplatten
5.1  Untersuchung der Sterilitätskontrolle und Bestimmung 

der Positivkontrolle auf beiden semi-selektiven Medi-
en (KBBCA, SNAC)(KKP).

5.2  Untersuchung der Probenplatten auf Anwesenheit von 
typischen Kolonien von P. syringae pv. pisi durch Ver-

7-029-4 Effectives 1er janvier 2024
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Sacs en polyéthylène ou autre récipient : contenant de 
l’eau saline stérile (0,85 % NaCl) pour la macération 
des semences (2,5 ml par gramme de semences)

Chambre froide ou réfrigérateur : à 4 °C
Tubes de dilution : contenant 4,5 ml de solution saline 

stérile (deux tubes par sous-échantillon). D’autres 
volumes peuvent être acceptables (voir Méthodes 
Générales).

Pipettes automatiques : Vérifier l’exactitude et la préci-
sion régulièrement

Cônes stériles
Tiges de verre coudées (râteaux) stériles
Ethanol à 70 % ou produit de désinfection équivalent
Balance : capable de peser à 0,001 g près
Incubateur : fonctionnant à 28 ±2 °C
Lampe UV (365 nm) : pour observer la fluorescence
Matériel pour test d’oxydase : solution d’oxalate ac-

queuse à 1 % N,N-diméthyl paraphénylènediamine 
diamine ou tests prêts à utiliser (p. ex. oxydase Bac-
tident, Merck, 1.13300.0001)

Plants de pois : sensibles à toutes les races du pathogène, 
pour le test de pouvoir pathogène (p. ex. ‘Kelvedon 
Wonder’).

Module climatique/chambre de culture : capable de 
fonctionner/maintenir la température à 20 ±2 °C.

Serre : capable de fonctionner/maintenir la température 
à 20–25 °C.

Préparation de l’échantillon
Ceci peut être fait avant l’analyse.

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de conta-
mination croisée entre les échantillons de semences. Il 
est donc essentiel de désinfecter toutes les surfaces, réci-
pients, mains, etc. avant et après manipulation de chaque 
échantillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou pulvéri-
sant les équipements avec de l’éthanol à 70 %, en utilisant 
des gants.
1.  Compter le nombre de semences dans un poids connu. 

Estimer la masse de mille semences (MMS) comme 
suit :
 MMS = (masse de semences / nombre de semences) 
× 1000

2.  En se basant sur la MMS estimée, peser les sous-
échantillons de la taille requise dans de nouveaux sacs 
en plastique ou récipients propres.

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1. Extraction
1.1  Mettre à macérer les semences de chaque sous-échan-

tillon dans un sac en plastique ou autre récipient conte-
nant de l’eau saline stérile. Le volume d’eau saline 
stérile doit être ajusté selon le nombre de semences 
utilisées (2,5 ml pour 1 g de semences).

1.2  Macérer les sous-échantillons toute la nuit (18–24 h) à 
4 °C sous agitation.

2. Dilution et étalement
2.1  Secouer à la main le sac en plastique pour homogénéi-

ser le macérat avant dilution.
2.2  Préparer deux dilutions en série au dixième pour 

chaque extrait de semences. Pipetter 0,5 ml de l’extrait 
dans 4,5 ml d’eau saline stérile et vortexer pour mélan-
ger (dilution 10–1). Pipetter 0,5 ml de la dilution 10–1 
dans 4,5 ml d’eau saline stérile et vortexer pour mélan-
ger (dilution 10–2)(voir Méthodes générales).

2.3  Pipetter 100 µl de chaque dilution et de l’extrait de 
semences non dilué, déposer sur deux boîtes de chaque 
milieu semi-sélectif (KBBCA et SNAC) et étaler sur 
la surface avec un râteau stérile ou équivalent (voir 
Méthodes générales).

2.4  Incuber les boîtes à l’envers à 28 ±2 °C et observer 
après 4 à 5 jours (voir étape 5).

3. Contrôle positif (culture ou matériel de référence)
3.1  Préparer une suspension d’une souche connue de 

Pseudomonas syringae pv. pisi dans de l’eau saline sté-
rile ou régénérer le matériel de référence standardisé 
selon les instructions du fournisseur.

3.2  Diluer la suspension suffisamment pour obtenir une 
dilution contenant environ 10–2 à 10–4 cfu/ml. Ceci peut 
demander plus de 7 dilutions en série au dixième à par-
tir d’une suspension trouble.

3.3  Pipetter 100 µl des dilutions appropriées et déposer sur 
des boîtes de chaque milieu semi-séléctif (KBBCA, 
SNAC) et étaler sur la surface avec un râteaustérile ou 
équivalent (voir Méthodes générales).

3.4  Incuber les boîtes avec les boîtes d’analyse.
4. Contrôle de stérilité
4.1  Déposer une série de dilution faite à partir d’un échan-

tillon de tampon d’extraction (eau saline stérile), ne 
contenant aucune semence, et étaler sur chacun des 
milieux, comme pour les échantillons.

5. Lecture des boîtes
5.1  Examiner les contrôles de stérilité et les boîtes de té-

moin positif sur les deux milieux semi-sélectifs (KBB-
CA, SNAC)(CCP).

5.2  Examiner les échantillons pour détecter la présence de 
colonies typiques de P. syringae pv. pisi en les compa-
rant aux boîtes du témoin positif. Si nécessaire, estimer 
le nombre d’ufc.

5.3  Après 4 jours, sur KBBCA, les colonies de P. syringae 
pv. pisi sont crémeuses et à moitié translucides (Fig. 1).

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing

Effective 1 January 20247-029-4
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Plates of SNAC medium: 90 mm Petri dishes (6 plates 
of each medium per subsample + controls)

Polythene bags or containers: with sterile saline 
(0.85 % NaCl) for soaking of seeds (2.5 ml per gram 
of seed)

Cold room or refrigerator: operating at 4 °C
Dilution bottles: containing 4.5 ml of sterile saline (2 

per subsample). Other volumes may be acceptable; 
see General methods

Automatic pipettes: check accuracy and precision 
regularly

Sterile pipette tips
Sterile bent glass rods
70 % ethanol or equivalent disinfecting product
Balance: capable of weighing to the nearest 0.001 g
Incubator: operating at 28 ±2 °C
UV lamp (365 nm): to check fluorescence
Materials for oxidase tests: 1 % aqueous N,N-dimethyl 

paraphenylene diamine oxalate solution or ready to use 
tests (e.g. Bactident Oxidase, Merck, 1.13300.0001)

Pea seedlings: susceptible to all races of the pathogen 
for pathogenicity test (e.g. ‘Kelvedon Wonder’)

Module/growth chamber: capable of operating/
maintaining temperature at 20 ±2 °C)

Greenhouse: capable of operating/maintaining 
temperature at 20–25 °C

Sample preparation
This can be done in advance of the assay.

It is vital to exclude any possibility of cross-
contamination between seed samples. It is therefore 
essential to disinfect all surfaces, containers, hands, etc. 
both before and after handling each sample. This can be 
achieved by swabbing/spraying equipment and gloved 
hands with 70 % ethanol.
1.  Count the number of seeds in a known weight. 

Estimate the thousand-seed weight (TSW) as:
TSW = (weight of seeds / number of seeds) × 1000

2.  Based on the estimated TSW, weigh out subsamples 
of the required size into new, clean polythene bags or 
containers.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Extraction
1.1  Suspend seeds of each subsample in sterile saline in a 

polythene bag or container. The volume of the sterile 
saline should be adjusted according to the number of 
seeds used (2.5 ml per gram of seeds).

1.2  Soak the subsamples overnight (18–24 h) at 4 °C 
under agitation.

2.  Dilution and plating
2.1  Shake by hand the polythene bags or containers to 

obtain a homogenous extract before dilution.
2.2  Prepare two tenfold dilution series from each seed 

extract. Pipette 0.5 ml of the extract into 4.5 ml of 
sterile saline and vortex to mix (10–1 dilution). Pipette 
0.5 ml of the 10–1 dilution into another 4.5 ml of sterile 
saline and vortex to mix (10–2 dilution)(see General 
methods).

2.3  Pipette 100 µl of each dilution and the undiluted seed 
extract onto two plates of each of the semi-selective 
media (KBBCA and SNAC) and spread over the 
surface with a sterile bent glass rod or equivalent (see 
General methods).

2.4  Incubate inverted plates at 28 ±2 °C) and examine 
after 4–5 days (see step 5).

3.  Positive control (culture or reference material)
3.1  Prepare a suspension of a known strain of 

Pseudomonas syringae pv. pisi in sterile saline or 
reconstitute standardised reference material according 
to the supplier’s instructions.

3.2  Dilute the suspension sufficiently to obtain dilutions 
containing approximately 10–2 to 10–4 cfu/ml. This 
may require up to seven ten-fold dilutions from a 
turbid suspension.

3.3  Pipette 100 µl of appropriate countable dilutions onto 
plates of each of the semi-selective media (KBBCA, 
SNAC) and spread over the surface with a sterile bent 
glass rod or equivalent (see General methods).

3.4  Incubate plates with the sample plates.
4.  Sterility check
4.1  Plate a dilution series from a sample of the extraction 

medium (i.e. sterile saline), containing no seeds, 
and plate on each of the semi-selective media as for 
samples.

5.  Examination of the plates
5.1  Examine sterility check and recovery of positive 

control on both semi-selective media (KBBCA, 
SNAC)(CCP).

5.2  Examine the sample plates for the presence of typical 
P. syringae pv. pisi colonies by comparison with 
the positive control plates. If necessary, estimate the 
number of cfu.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-029Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Figura 1. Placa de medio KBBCA después de 4 días de 
incubación a 28 ±2 °C mostrando las colonias típicas de P. 
syringae pv. pisi.

Figura 2. Placa de medio SNAC después de 4 días de 
incubación a 28 ±2 °C mostrando las colonias típicas de P. 
syringae pv. pisi que son levan positivo.

Figura 3. Aislamientos fluorescentes y no-fluorescentes  
P. syringae pv. pisi bajo luz UV.

por comparación con las placas de control positivo. De 
ser necesario, estimar el número de ufc.

5.3  En el medio KBBCA después del 4 días, las colonias 
de P. syringae pv. pisi son de aspecto cremoso y semi 
translúcidas (Fig. 1).

5.4  En el medio SNAC después del 4 días, las colonias de  
P. syringae pv. pisi son circulares, de color blanco a 
transparente, mucoides, en forma de cúpula y levan 
positivo (Fig. 2).

6.  Identificación de colonias sospechosas.
6.1  Tomar al menos seis colonias sospechosas, si se en-

cuentran presente, por sub-muestra del medio KBBCA 
y subcultivar en placas sectorizadas de medio SNAC 
(PCC).

6.2  Tomar, al menos, seis colonias sospechosas, si se en-
cuentran presentes, por sub-muestra en el medio SNAC 
y subcultivar en placas sectorizadas de medio KBBCA 
(PCC).

6.3  Repetir con las colonias del control positivo. Subcul-
tivar en placas sectorizadas de medio SNAC dos colo-
nias que crecieron en el medio KBBCA y subcultivar 
en placas sectorizadas de medio KBBCA dos colonias 
en crecimiento de medio SNAC.

6.4  Incubar las placas sectorizadas a 28 ±2 °C durante 
2–3 días.

6.5  Verificar las colonias subcultivadas de medio SNAC 
para la producción de levan, las colonias de P. syringae 
pv. pisi son levan positivo (Fig. 2). Comparar con el 
control positivo.

6.6  Verificar las colonias subcultivadas en medio KBBCA 
para la producción de fluorescencia azul bajo luz UV 
y/o la morfología típica (paso opcional; puede dismi-
nuir el número de colonias sospechosas). Se produce 
una variación en el género y algunos P. syringae pv. 
pisi producen pigmentos de fluorescencia azul bajo luz 

UV mientras que otros no lo hacen (Fig. 3). Como pue-
den estar presentes ambos tipos de colonias de pató-
genos, es necesario realizar una comparación con una 
cepa de control positivo en el mismo medio.

6.7  Identificar las colonias subcultivadas sospechosas en 
ambos medios con la prueba de la oxidasa (paso op-
cional; puede disminuir el número de colonias sospe-
chosas) utilizar un análisis listo para usar (ej. Bactident 
Oxidase Merck, 1.13300.0001) o colocar una gota de 
solución acuosa al 1 % de N,N-dimetil parafenilen dia-
mino oxalato en papel de filtro. Agregar rápidamente 
a este papel de filtro un frotis de una colonia bacte-
riana sospechosa y hacer una emulsión bacteriana. Las 
colonias de P. syringae pv. pisi son oxidasa negativo 
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gleich mit den Positivkontrollplatten. Gegebenenfalls 
schätzen der Anzahl der cfu.

5.3  Nach 4 Tagen erscheinen auf dem KBBCA-Medium 
cremefarbene und halbdurchsichtige Kolonien von P. 
syringae pv. pisi (Abb. 1).

5.4  Nach 4 Tagen erscheinen auf dem SNAC-Medium run-
de, weiße bis transparente, mucoide, kuppelförmige 
und Levan-positive Kolonien von P. syringae pv. pisi 
(Abb. 2).

6. Identifikation der verdächtigen Kolonien
6.1  Wenn vorhanden, wenigstens sechs der verdächtigen 

Kolonien, die je Teilprobe auf dem KBBCA-Medium 
gewachsen sind, aufgreifen und auf sektorierten Plat-
ten auf dem SNAC-Medium subkultivieren (KKP).

6.2  Wenn vorhanden, wenigstens sechs der verdächtigen 
Kolonien, die je Teilprobe auf dem SNAC-Medium ge-
wachsen sind, aufgreifen und auf sektorierten Platten 
auf dem KBBCA-Medium subkultivieren (KKP).

6.3  Ebenso mit den Positivkontrollen umgehen. Auf einer 
sektorierten Platte von SNAC-Medium zwei Kolonien, 
die auf KBBCA-Medium gewachsen sind, subkultivie-
ren und auf einer sektorierten Platte von KBBCA-Me-
dium zwei Kolonien, die auf SNAC-Medium gewach-
sen sind, subkultivieren.

6.4  Inkubation der sektorierten Platen bei 28 ±2 °C) für 
2–3 Tage.

6.5  Kontrolle der Kolonien auf dem SNAC-Medium auf 
die Erzeugung von Levan. Kolonien von P. syringae 
pv. pisi sind Levan-positiv (Abb. 2). Vergleich mit der 
Positivkontrolle.

6.6  Kontrolle der auf dem KBBCA-Medium subkultivier-
ten Kolonien auf blaue Fluoreszenz unter UV-Licht 
und/oder auf typische morphologischen Merkmale 
(Optionaler Arbeitsschritt, der die Anzahl der verdäch-
tigen Kolonien reduzieren kann). Es gibt eine Variati-
on in der Gattung, einige Erreger von P. syringae pv. 
pisi erzeugen ein blau fluoreszierendes Pigment unter 

Abb. 1. Platte mit KBBCA-Medium nach 4 Tagen Inkuba-
tion bei 28 ±2 °C) mit typischen Kolonien von P. syringae 
pv. pisi

Abb. 2. Platte mit SNAC-Medium nach 4 Tagen Inkuba-
tion bei 28 ±2 °C) mit typischen Kolonien von P. syringae 
pv. pisi, die Levan-positiv sind.

Abb. 3. Fluoreszierende und nicht-fluoreszierende Isolate 
von P. syringae pv. pisi unter UV-Licht.

UV-Licht, während andere es nicht tun (Abb. 3). Da 
beide Typen von Erreger-Kolonien vorhanden sein 
können, ist es notwendig, einen Vergleich mit einem 
Positiv-Kontroll-Stamm auf demselben Medium zu 
machen. 

6.7  Identifikation der auf beiden Medien verdächtigen 
Kolonien mit dem Oxidase-Test (Optionaler Arbeits-
schritt, der die Anzahl der verdächtigen Kolonien re-
duzieren kann). Fertiglösungen (z. B. Bactident Oxi-
dase Merck, 1.13300.0001) verwenden oder einen 
Tropfen von 1-prozentiger wässriger N,N-Dimethyl-
paraphenylendiamineoxalatlösung auf ein Filterpapier 
geben. Zügig einen Teil des Schleims der verdächti-
gen Bakterienkolonie auf das Filtperpapier hinzufü-
gen und ein bakterielle Emulsion machen. Kolonien 
von P. syringae pv. pisi sind Oxidase-negativ (keine 
Cytochrome-C-Oxidase): keine rote Färbung (Abb. 4). 
Vergleich mit der Positivkontrolle.
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5.4  Après 4 jours, sur SNAC, les colonies de P. syringae 
pv. pisi sont circulaires, blanches à translucides, mu-
queuses, bombées et positives au levane. (Fig. 2).

6. Identification des colonies suspectes
6.1  Repiquer au moins six colonies suspectes par sous-

échantillon, si elles sont présentes, observées sur 
milieu KBBCA, sur des boîtes en secteurs de milieu 
SNAC (CCP).

6.2  Repiquer au moins six colonies suspectes par sous-
échantillon, si elles sont présentes, observées sur mi-
lieu SNAC, sur des boîtes en secteurs de milieu KBB-
CA (CCP).

6.3  Répéter l’opération avec des colonies du témoin po-
sitif. Repiquer deux colonies issues du milieu SNAC 
sur des secteurs de boîtes de milieu KBBCA et deux 
colonies issues du milieu KBBCA sur des secteurs de 
boîtes de milieu SNAC.

6.4  Incuber les boîtes à 28 ±2 °C pendant 2–3 jours.
6.5  Observer les colonies repiquées sur milieu SNAC pour 

le test levane. Les colonies de P. syringae pv. pisi sont 
positives au levane (Fig. 2). Comparer avec le témoin 
positif.

6.6  Observer la fluorescence bleue des colonies repiquées 
sur milieu KBBCA sous une lampe UV et/ou leur 
morphologie typique (étape optionnelle ; ceci peut 
diminuer le nombre de colonies suspectes). Il y a une 
variation du génome et certains P. syringae pv. pisi 
produisent un pigment fluorescent bleu sous lampe UV 
alors que d’autres ne le font pas (Fig. 3). Comme les 
deux types de colonies pathogènes peuvent éventuelle-
ment être présents, il est nécessaire de comparer avec 
une souche de témoin positif sur le même milieu.

6.7  Identifier les colonies suspectes repiquées sur les deux 
milieux par un test d’oxydase (étape optionnelle : ceci 
peut diminuer le nombre de colonies suspectes). Utili-
ser des tests prêts à l’emploi (p. ex. Bactident Oxidase 
Merck, 1.13300.0001) ou déposer une goutte de solu-

Figure 1. Boîte de milieu KBBCA après 4 jours d’incuba-
tion à 28 ±2 °C présentant des colonies typiques de P. 
syringae pv. pisi

Figure 2. Boîte de milieu SNAC après 4 jours d’incuba-
tion à 28 ±2 °C présentant des colonies typiques, levane 
positives, de P. syringae pv. pisi

Figure 3. Isolats de souches de P. syringae pv. pisi fluo-
rescentes et non fluorescentes sous lampe UV

tion de N-diméthyl paraphénylène diamine oxalate à 
1 % sur un papier filtre. Ajouter un étalement de colo-
nie bactérienne suspecte sur le papier filtre et réaliser 
une émulsion bactérienne. Les colonies de P. syringae 
pv. pisi sont négatives au test d’oxydase (pas de cyto-
chrome C oxydase) : pas de coloration rouge (Fig. 4). 
Comparer avec le témoin positif.

6.8  Enregistrer les résultats pour chaque colonie repiquée.
6.9  Toutes les colonies oxydase-négatives, levane-posi-

tives sur SNAC et à fluorescence typique ou non-fluo-
rescentes sont considérées comme suspectes.

6.10  Confirmer l’identité de chaque colonie suspecte par 
un test de pouvoir pathogène sur semences de pois 
sensibles (CCP).

7-029-5
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5.3  On KBBCA after 4 days, P. syringae pv. pisi colonies 
are creamy and half-translucent (Fig. 1).

5.4  On SNAC after 4 days P. syringae pv. pisi colonies are 
circular, white to transparent, mucoid, dome shaped 
and levan positive. (Fig. 2).

6.  Identification of suspect colonies
6.1  Pick up at least six suspect colonies, if present, per 

subsample grown on KBBCA medium and subculture 
on sectored plates of SNAC medium (CCP).

6.2  Pick up at least six suspect colonies, if present, per 
subsample grown on SNAC medium and subculture 
on sectored plates of KBBCA medium (CCP).

6.3  Repeat with the positive control colonies. Subculture 
on a sectored plate of SNAC medium two colonies 
grown on KBBCA and subculture on a sectored plate 
of KBBCA medium two colonies grown on SNAC.

6.4  Incubate sectored plates at 28 ±2 °C) for 2–3 days.
6.5  Check colonies subcultured on SNAC medium for 

levan production. P. syringae pv. pisi colonies are 
levan positive (Fig. 2). Compare with the positive 
control.

6.6  Check colonies subcultured on KBBCA medium 
for blue fluorescence, under UV light and/or for the 
typical morphology (optional step; it can decrease the 
number of suspect colonies). There is a variation in 
the genus and some P. syringae pv. pisi produce a blue 
fluorescent pigment under UV light whereas others do 
not (Fig. 3). As both types of pathogen colonies may 
be present, it is necessary to make a comparison with 
a positive control strain on the same media.

6.7  Identify suspect colonies subcultured on both media 
with an oxidase test (optional step; it can decrease the 
number of suspect colonies). Use ready-to-use tests 
(e.g. Bactident Oxidase Merck, 1.13300.0001) or put 

Figure 1. Plate of KBBCA medium after 4 days of incuba-
tion at 28 ±2 °C showing typical colonies of P. syringae pv. 
pisi.

Figure 2. Plate of SNAC medium after 4 days of incuba-
tion at 28 ±2 °C) showing typical colonies of P. syringae 
pv. pisi that are levan positive.

Figure 3. Fluorescent and non-fluorescent P. syringae pv. 
pisi isolates under UV light.
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Figura 4. Aislamiento oxidasa negativo del control positivo 
(A) y aislamiento oxidasa positivo de non P. syringae pv. 
pisi (B).

Figura 5. Típica lesión grasosa en el tallo de la plántula de 
arveja ‘Kelvedon Wonder’, 9 días después de la inocu-
lación siguiendo la prueba de patogenicidad opción 1.

(no tiene la citocromo C oxidasa): no se tiñen de rojo 
(Fig. 4). Comparar con el control positivo.

6.8  Anotar los resultados de cada colonia subcultivada.
6.9  Todas las colonias oxidasa negativo que presentan 

fluorescencia típica o no presentan fluorescencia en 
medio KBBCA y todas las colonias oxidasa negativo 
que producen levan en medio SNAC son consideradas 
como colonias sospechosas.

6.10  Confirmar la identidad de todas las colonias sospe-
chosas mediante la prueba de patogenicidad en plán-
tulas de arveja de suceptibilidad conocida (PCC).

7.  Prueba de patogenicidad (opción 1)
7.1  Germinar las semillas de arveja de un cultivar conoci-

do que sea suceptible a todas las cepas de P. syringae 
pv. pisi (ej. ‘Kelvedon Wonder’) en un papel secante 
húmedo. Enrollar el papel con las semillas y colocar 
en una bolsa plástica, incubar la bolsa cerrada a tem-
peratura ambiente (18–20 °C) durante 2 a 4 días para 
permitir que la semilla germine. Se debe asegurar que 
germinen suficientes semillas para todas las colonias 
sospechosas que serán testeadas.

7.2  Preparar una suspensión en agua desmineralizada es-
téril de un cultivo sospechoso de 24–48 h en medio 
KBBCA y SNAC. Diluir a una concentración de 108 
ufc/ml.

7.3  Repetir con un cultivo de control positivo 24–48 h para 
obtener una concentración de 108 ufc/ml (PCC).

7.4  Cortar las puntas de las raíces de las semillas después 
de 2 días de germinadas e incubar 3 semillas en cada 
suspensión bacteriana por 15 min.

7.5  Volver a repetir la incubación con 3 semillas de arve-
ja en agua desmineralizada estéril que servirán como 
control negativo.

7.6  Retirar las semillas de la suspensión bacteriana y sem-
brarlas en una maceta con sustrato o equivalente pre-
viamente etiquetada. Incubar a 20 ±5 °C con 12 h de 

luz/12 h oscuridad o 16 h luz/8 h oscuridad y 100 % de 
humedad.

7.7  Examinar las plántulas para las lesiones típicas de as-
pecto grasoso en el tallo y en las holuelas que aparecen 
después de 5–9 días (Fig. 5). Comparar con el control 
positivo y negativo (PCC).

7.8  Anotar las colonias sospechosas como positivas si se 
observan lesiones grasosas.

8.  Prueba de patogenicidad (opción 2)
8.1  Hacer crecer plántulas de un cultivar conocido de ar-

veja suceptible a todas las cepas de P. syringae pv. 
pisi (ej. ‘Kelvedon Wonder’) en pequeñas macetas o 
contenedores con tierra para macetas, a 20–25 °C con 
suficiente luz hasta la etapa de segunda segunda hoja 
verdadera (aprox. 8–10 días después de la siembra).

8.2  Preparar una suspensión con agua desmineralizada es-
téril de un cultivo bacteriano sospechoso de 24–48 h 
crecido en medio KBBCA y SNAC y diluir a una con-
centración de 106 ufc/ml (PCC).

8.3  Repetir con un cultivo de control positivo de 24–48 h 
para obtener una concentración de 106 ufc/ml (PCC).

8.4  Inyectar con una jeringa y aguja cada suspensión bac-
teriana cerca del tallo en al menos 2 plántulas (2 plán-
tulas por colonia sospechosa).

8.5  Repetir la inyección con agua desmineralizada estéril 
cerca del tallo en dos plántulas para que sirvan de con-
trol negativo.

8.6  Incubar las plántulas inoculadas a 20 ±5 °C con hume-
dad saturada.

8.7  Examinar las plántulas para detectar lesiones grasosas 
que se extienden desde el punto de inoculación después 
de 5–9 días. Comparar con los controles positivos y 
negativos (PCC).

8.8  Registrar las colonias sospechosas como positivas si se 
observan lesiones grasosas.
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Abb. 4. Oxidase-negative Positivkontrollisolate (A) und 
Oxidase-positive Nicht-P. syringae pv. pisi Isolate (B).

Abb. 5. Typische schmierige Läsionen am Stengel eines 
Erbsenkeimlings der Sorte Kelvedon, 9 Tage nach Inokula-
tion entsprechend Pathogenitätstest Variante 1. 

6.8  Bestimmung der Ergebnisse für jede subkultivierte 
Kolonie.

6.9  Alle Oxidase-negativen, typisch fluoreszierenden oder 
nichtfluoreszierenden Kolonien auf KBBCA-Medium 
und alle Oxidase-negativen Kolonien, die Levan auf 
SNAC-Medium produzieren, sind als verdächtige Ko-
lonien zu berücksichtigen.

6.10  Bestätigung der Identität von allen verdächtigen Ko-
lonien durch einen Pathogenitätstest an anfälligen 
Erbsenkeimlingen (KKP).

7. Pathogenitätstest (variante 1)
7.1  Samen einer als anfällig gegenüber allen Rassen von 

P. syringae pv. pisi bekannten Erbsensorte (z. B. ‘Kel-
vedon Wonder’) in feuchtem Filterpapier einkeimen. 
Die Samen im Papier einrollen und in Plastikbeutel pa-
cken. Die geschlossenen Beutel bei Raumtemperatur 
(18 °C-20 °C) für 2–4 Tage für die Keimung der Samen 
inkubieren. Sicherstellen, dass genügend gekeimte Sa-
men für alle zu untersuchenden verdächtigen Kolonien 
vorhanden sind.

7.2  Herstellen einer Suspension in sterilem deionisierten 
Wasser für 24–48 h der auf KBBCA- und SNAC-Me-
dium verdächtigen Bakterienkultur und Verdünnung 
auf eine Konzentration von 108 cfu/ml.

7.3  Mit einer Positivkontrollkultur für 24–48 h den Schritt 
wiederholen, um eine Konzentration von 108 cfu/ml 
(KKP) zu erhalten. 

7.4  Die Wurzelspitzen von 2-Tage-alten gekeimten Erb-
sensamen abschneiden und 3 Samen in jeder Bakteri-
ensuspension für 15 min inkubieren.

7.5  Inkubation von 3 Erbsensamen in sterilem deionisier-
tem Wasser als Negativkontrolle wiederholen.

7.6  Entfernen der Samen aus der Bakteriensuspension 
und Aussaat in einem beschrifteten Topfsubstrat oder 
gleichwertigem Substrat. Inkubation bei 20 ±5 °C), 
12 h Licht/12 h Dunkelheit oder 16 h Licht/8 h Dun-
kelheit und 100 % gesättigter Luftfeuchte.

7.7  Nach 5–9 Tagen Überprüfung der Keimlinge auf ty-
pische schmierige Läsionen an Stengeln und jungen 
Blättern (Abb. 5). Vergleich mit den Positiv- und Ne-
gativ-Kontrollen (KKP). 

7.8  Bestimmung der verdächtigen Kolonien als positiv, 
wenn schmierige Läsionen festgestellt werden. 

8. Pathogenitätstest (variante 2)
8.1  Kultivierung der Keimlinge einer als anfällig gegen-

über allen Rassen von P. syringae pv. pisi bekannten 
Erbsensorte (z. B. ‘Kelvedon Wonder’) in kleinen Töp-
fen oder Behältern mit Topferde bei 20 °C-25 °C und 
genügend Licht bis zum 2-Primärblattstadium (unge-
fähr 8–10 Tage nach Aussaat). 

8.2  Herstellen einer Suspension in sterilem deionisierten 
Wasser für 24–48 h der auf KBBCA- und SNAC-Me-
dium gewachsenen verdächtigen Bakterienkultur und 
Verdünnung auf eine Konzentration von 106 cfu/ml 
(KKP).

8.3  Mit einer Positivkontrollkultur für 24–48 h den Schritt 
wiederholen, um eine Konzentration von 106 cfu/ml 
(KKP) zu erhalten.

8.4  Injektion jeder Bakteriensuspension mit einer Spritze 
und Nadel in die Stengel von wenigstens 2 Erbsen-
keimlingen (2 Keimlinge je verdächtige Kolonie). 

8.5  Wiederholung der Injektion mit sterilem deionisier-
tem Wasser in die Stengel von 2 Erbsenkeimlingen als 
Negativkontrolle.

8.6  Inkubation der inokulierten Keimlinge bei 20 ±5 °C) 
bei gesättigter Luftfeuchte.

8.7  Nach 5–9 Tagen Überprüfung der Keimlinge auf aus-
gedehnte schmierige Läsionen vom Inokulationspunkt 
ausgehend. Vergleich mit Positiv- und Negativkontrol-
len (KKP).

8.8  Bestimmung der verdächtigen Kolonien als positiv, 
wenn schmierige Läsionen festgestellt werden. 
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Figure 4. Isolat de souche de témoin positif oxydase néga-
tive (A) et isolat de souche oxydase positive ne correspon-
dant pas à P. syringae pv. pisi (B)

Figure 5. Lésions graisseuses typiques sur la tige d’une 
plantule de pois ‘Kelvedon Wonder’, 9 jours après inocula-
tion, pour le test de pouvoir pathogène (Option 1).

7. Test de pouvoir pathogène (option 1)
7.1  Faire germer des semences d’une variété de pois connue 

pour être sensible à toutes les races de P. syringae pv. 
pisi (p. ex. ‘Kelvedon Wonder’) dans un papier buvard 
humide. Rouler le papier contenant les semences et le 
placer dans un sac en plastique. Incuber le sac fermé à 
température ambiante (18–20 °C) pendant 2 à 4 jours 
pour permettre la germination des graines. Faire en 
sorte de mettre à germer assez de graines pour que 
toutes les colonies suspectes soient testées.

7.2  Préparer une suspension bactérienne dans de l’eau 
déminéralisée stérile, de chaque souche suspecte, culti-
vée 24–48 h sur milieux KBBCA et SNAC, et diluer 
jusqu’à obtenir une concentration de 108 cfu/ml (CCP).

7.3  Répéter l’opération avec la souche de témoin positif 
cultivée 24–48 h, pour obtenir une concentration de 108 
cfu/ml (CCP).

7.4  Couper l’apex racinaire des semences de pois germées 
et âgées de 2 jours et faire tremper 3 graines dans 
chaque suspension bactérienne pendant 15 min.

7.5  Répéter l’opération en faisant tremper 3 graines de pois 
dans de l’eau déminéralisée stérile pour constituer un 
témoin négatif. 

7.6  Retirer les graines de la suspension bactérienne et les 
semer dans un substrat de semis étiqueté (ou équiva-
lent). Incuber à 20 °C (±5 °C) avec 12 h de lumière/12 h 
d’obscurité ou 16 h de lumière/8 h d’obscurité et 100 % 
d’humidité saturée.

7.7  Examiner les jeunes plants après 5–9 jours pour obser-
ver des lésions graisseuses typiques sur les tiges et les 
folioles. Comparer avec les témoins positifs et négatifs 
(CCP).

7.8  Enregistrer les colonies suspectes comme positives si 
des lésions graisseuses sont observées.

8. Test de pouvoir pathogène (option 2)
8.1  Cultiver des plants d’une variété de pois connue pour 

être sensible à toutes les races de P. syringae pv. pisi 
(p. ex. ‘Kelvedon Wonder’), dans des petits pots conte-
nant du terreau, à 20–25 °C avec suffisamment de 
lumière, jusqu’au stade 2 feuilles vraies (soit environ 
8–10 jours après semis).

8.2  Préparer une suspension bactérienne dans de l’eau 
déminéralisée stérile, de chaque souche suspecte, culti-
vée 24–48 h sur milieux KBBCA et SNAC, et diluer 
jusqu’à obtenir une concentration de 106 cfu/ml (CCP).

8.3  Répéter l’opération avec la souche de témoin positif 
pour obtenir une concentration de 106 cfu/ml (CCP).

8.4  Injecter avec une seringue et une aiguille chaque sus-
pension bactérienne dans la tige d’au moins 2 plantules 
de pois (2 plantules par colonie suspecte).

8.5  Répéter l’injection avec de l’eau déminéralisée stérile 
dans la tige de deux plantules de pois pour constituer le 
témoin négatif.

8.6  Incuber les plantules inoculées à 20 ±5 °C à humidité 
saturée.

8.7  Après 5 à 9 jours, examiner les plantules au niveau du 
point d’inoculation pour observer des lésions grais-
seuses étendues. Comparer avec les témoins positifs et 
négatifs (CCP).

8.8  Enregistrer les colonies suspectes comme positives si 
des lésions graisseuses sont observées.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Figure 4. Oxidase-negative positive control isolate (A) and 
oxidase positive non P. syringae pv. pisi isolate (B).

Figure 5. Typical greasy lesions on the stem of a pea 
seedling ‘Kelvedon Wonder’, 9 days after inoculation fol-
lowing pathogenicity assay Option 1.

a drop of 1 % aqueous N,N-dimethyl paraphenylene 
diamine oxalate solution on a filter paper. Add quickly 
a smear from a suspect bacterial colony on the filter 
paper and make a bacterial emulsion. P. syringae pv. 
pisi colonies are oxidase negative (no cytochrome 
C oxidase): no red staining (Fig. 4). Compare to the 
positive control.

6.8  Record results for each subcultured colony.
6.9  All oxidase-negative, typical fluorescent or non-

fluorescent colonies on KBBCA and all oxidase-
negative colonies that produce levan on SNAC are 
considered suspect colonies.

6.10  Confirm the identity of all the suspect colonies by 
a pathogenicity assay on pea seedlings of known 
susceptibility (CCP).

7.  Pathogenicity assay (option 1)
7.1  Germinate seeds of a pea cultivar known to be 

susceptible to all races of P. syringae pv. pisi (e.g. 
‘Kelvedon Wonder’) in a wet blotter paper. Roll the 
paper with the seeds and place it in a plastic bag. 
Incubate the closed bag at room temperature (18–
20 °C) for 2–4 days to allow for seed germination. 
Make sure to germinate enough seeds for all the 
suspect colonies that will be tested.

7.2  Prepare a suspension in sterile demineralised water 
of 24–48 h suspect bacterial culture on KBBCA and 
SNAC and dilute to a concentration of 108 cfu/ml.

7.3  Repeat with a 24–48 h positive control culture to get a 
concentration of 108 cfu/ml (CCP).

7.4  Cut the root tips of 2-day-old germinated pea seeds 
and incubate 3 seeds in each bacterial suspension for 
15 min.

7.5  Repeat with incubation of 3 pea seeds in sterile 
demineralised water to serve as negative control.

7.6  Remove seeds from bacterial suspension and sow 
them in a labelled potting substrate or equivalent. 
Incubate at 20 ±5 °C) with 12 h light/12 h dark or 
16 h light/8 h dark and 100 % saturating humidity.

7.7  Examine seedlings for typical greasy lesions on stems 
and leaflets after 5–9 days (Fig. 5). Compare with 
positive and negative controls (CCP).

7.8  Record the suspect colonies as positive if greasy 
lesions are observed.

8.  Pathogenicity assay (option 2)
8.1  Grow seedlings of a pea cultivar known to be 

susceptible to all races of P. syringae pv. pisi (e.g. 
‘Kelvedon Wonder’) in small pots or containers with 
potting soil at 20–25 °C with sufficient light until the 
2 true leaves stage (approx. 8–10 days after sowing).

8.2  Prepare a suspension in sterile demineralised water of 
a 24–48 h suspect bacterial culture grown on KBBCA 
and SNAC and dilute to a concentration of 106 cfu/ml 
(CCP).

8.3  Repeat with a 24–48 h positive control culture to get a 
concentration of 106 cfu/ml (CCP).

8.4  Inject each bacterial suspension with a syringe and 
needle in the stem of at least 2 pea seedlings (2 
seedlings per suspect colony).

8.5  Repeat injection with sterile demineralised water 
in the stem of 2 pea seedlings to serve as negative 
control.

8.6  Incubate the inoculated seedlings at 20 ±5 °C) with 
saturating humidity.

8.7  Examine seedlings for extended greasy lesions from 
the point of inoculation after 5–9 days. Compare with 
positive and negative controls (CCP).

8.8  Record the suspect colonies as positive if greasy 
lesions are observed.



Vigente desde 1 Enero 2024

Reglas Internacionales para Análisis de Semillas Capítulo 7: Métodos Validados para Análisis de Sanidad 
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Métodos generales
Preparación de diluciones seriadas uno en diez: Cada 

dilución debe ser preparada pipeteando 0,5 ml (±5 %) 
a partir de un extracto de semilla bien mezclado o de 
una dilución previa de éste, en una botella universal 
(con tapa a rosca) o un recipiente similar que contenga 
4,5 ml (±2 %) de solución salina estéril y luego pa-
sar por vortex para mezclar antes del siguiente paso 
de dilución. Se debe usar una punta de pipeta nue-
va para cada paso de dilución. Las pipetas deben ser 
controladas regularmente para verificar su precisión y 
exactitud para ser recalibradas si fuera necesario. Es 
aceptable preparar diluciones seriadas 1:10 utilizando 
otros volúmenes siempre y cuando el laboratorio pue-
da demostrar que se mantienen la exactitud y precisión 
requeridas. 

Siembra de diluciones: Ésta se debe efectuar tan pronto 
como sea posible, después de haber preparado las di-
luciones y efectivamente dentro de 30 minutos. Desde 
la dilución más alta (más diluída) hasta el extracto sin 
diluir, tomar con pipeta 0,1 ml y verterlo en el centro 
de la superficie seca del agar de la placa rotulada. El 
líquido debe ser distribuido uniformemente en toda la 
superficie del agar con una varilla de vidrio doblada 
estéril. Si se tiene cuidado de trabajar desde la dilución 
más alta hasta la más baja (o extracto sin diluir), se 
puede utilizar una misma punta de pipeta y una sola 
varilla de vidrio para cada muestra. Asegurarse de que 
todo el líquido sea absorbido por el agar antes de in-
vertir e incubar las placas. Si es necesario, dejar secar 
las placas bajo un flujo de aire estéril en un gabinete 
de seguridad microbiológica ó una campana de flujo 
laminar.

Placas sectorizadas: Utilizando un rotulador de labora-
torio dibujar líneas en la base de una placa estándar de 
90 mm (placa Petri) y dividirla en seis sectores iguales. 
Subcultivar colonias individuales de las placas de las 
diluciones y hacer una raya única en zigzag en un único 
sector en la placa. Tener cuidado de dejar suficiente es-
pacio entre cada aislado para asegurar que no se fusio-
nen al crecer. Así, se pueden subcultivar seis colonias 
en cada placa sectorizada. Se deben usar placas sepa-
radas para cada muestra/sub-muestra. Si la pureza de 
los aislamientos subcultivados es dudosa, se los debe 
sembrar en una placa entera.

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semillas debe indicar el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizado.

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna sub-muestra), los resultados deben 
ser informados como ‘no detectado’.

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe in-
dicar el número de sub-muestras positivas del número 
total analizado. Se puede indicar el número de ufc.

Aseguramiento de calidad
Se debe mantener un registro con las fechas y los resulta-
dos de las calibraciones de las pipetas.

Es esencial que quienes operan las pipetas automáticas 
hayan recibido capacitación apropiada para una correcta 
utilización de éstas.

Puntos críticos de control (PCC)

•  Las diluciones de placas preparadas de los aislamien-
tos(s) del control positivo o material de referencia, de-
ben dar como resultado colonias individuales con mor-
fología típica (Paso 5.1).

•  El número de colonias en las placas de diluciones pre-
paras desde un/los aislamiento/s de un control positivo 
(s) o material de referencia debe ser similar en ambos 
medios (Paso 5.1).

•  El número de bacterias en las placas de diluciones debe 
ser consistente con la dilución (ej. debe disminuir apro-
ximadamente diez veces con cada dilución) (Paso 5.1).

•  No debe haber crecimiento en las placas con las dilu-
ciones preparadas para evaluar la esterilidad.

•  Debido a la potencial presencia de aislamientos no-pa-
togénicos en los lotes de semillas junto con aislamien-
tos patogénicos, si se presenta, es esencial subcultivar 
un número mínimo de colonias sospechosas (dos por 
sub-muestra y por cada medio semiselectivo) (Pasos 
6.1, 6.2) y analizar para patogenicidad todo los aisla-
mientos subcultivados similares a Pseudomonas (Paso 
6.10).

•  En la opción 2 de la prueba de patogenicidad, la sus-
pensión bacteriana sospechosa y las colonias del con-
trol positivo no debe tener una concentración mayor a 
106 ufc/ml (pasos 8.2 y 8.3). Si la concentración excede 
106 ufc/ml aumenta el riesgo de que las plántulas no 
presenten los síntomas típicos y en este caso el ensayo 
no se deberá considerar como certero o preciso.

•  Los aislamientos de control positivo (Paso 7.3 y 8.3) y 
la inoculación con agua desmineralizada estéril (Paso 
7.5 y 8.5) deben ser incluidos en cada una de las prue-
bas de patogenicidad.

•  El aislamiento de control positivo debe mostrar los sín-
tomas típicos (Paso 7.7 y 8.7) y el control negativo no 
debe mostrar síntomas en la prueba de patogenicidad.

•  La actividad por gramo de algunos antibióticos pue-
de variar entre cada lote, por lo que se hace necesario 
ajustar el peso y el volumen para asegurar que el nú-
mero final de las unidades por litro de medio sea con-
sistente (medio KBBCA y SNAC).

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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Allgemeine Methoden
Herstellung der Zehnfach-Verdünnungsreihen:  

Jede Verdünnung sollte durch Pipettieren von 0,5 ml 
(±5 %) aus einem gut durchmischten Samenextrakt 
oder vorausgegangener Verdünnung in einer Flasche 
(Schraubverschluss) oder einem ähnlichen Behältnis, 
welches 4,5 ml (±2 %) sterile Verdünnungslösung 
enthält, hergestellt werden. Ein gründliches Mischen 
durch Vortexen ist vor dem nächsten Verdünnungs-
schritt notwendig. Eine neue sterile Pipettenspitze 
sollte für jeden Verdünnungsschritt verwendet werden. 
Pipetten sollten regelmäßig auf ihre Genauigkeit und 
Präzision überprüft und wenn notwendig rekalibriert 
werden. Es ist akzeptabel, 10-fach-Verdünnungsreihen 
mit anderem Volumen herzustellen, vorausgesetzt das 
Labor kann nachweisen, dass die erforderliche Genau-
igkeit und Präzision erreicht werden. 

Ausplattieren der Verdünnungen: Dies sollte zeitnah 
nach der Herstellung der Verdünnungen erfolgen, auf 
jeden Fall innerhalb von 30 min. Beginnend mit der 
höchsten (am stärksten verdünnten) Verdünnung bis 
hin zum unverdünnten Extrakt werden 0,1 ml mittig 
auf die trockene Agaroberfläche der beschrifteten Plat-
te gegeben. Die Suspension wird dann gleichmäßig 
über die gesamte Oberfläche des Mediums mit einem 
Spatel verteilt. Wenn von der höchsten zur niedrigs-
ten Verdünnungsstufe (oder unverdünnter Extrakt) 
ausplattiert wird, ist es ausreichend, mit einer Pipet-
tenspitze und einem Spatel je Probe zu arbeiten. Es 
ist sicherzustellen, dass die gesamte Flüssigkeit von 
der Agaroberfläche absorbiert wurde, bevor die Plat-
ten umgedreht und inkubiert werden. Falls notwendig, 
können die Platten unter einem sterilen Luftstrom ei-
nes mikrobiologischen Sicherheitsarbeitsplatzes oder 
einer Sterilarbeitsbank getrocknet werden.

Sektorierte Platten: Unter Verwendung eines La-
bor-Stiftes wird die Unterseite einer 90 mm Stan-
dard-Petrischale in sechs gleich große Teile markiert. 
Die Subkultivierung von Einzelkolonien der Verdün-
nungsplatten erfolgt durch Ausstreichen einer Zick-
zack-Linie in einem Sektor der Platte. Es ist darauf zu 
achten, dass ausreichend Platz zwischen den Isolaten 
vorhanden ist, um sicherzustellen, dass sie nicht in-
einander wachsen können. Dementsprechend können 
sechs verdächtige Kolonien auf jeder sektorierten 
Platte subkultiviert werden. Separate Platten sollten 
für jede Probe/Teilprobe verwendet werden. Wenn die 
Reinheit subkultivierter Isolate zweifelhaft ist, sollten 
sie zusätzlich auf jeweils einer eigenen ganzen Platte 
ausgestrichen werden.

Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbericht 
einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen.
 Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
 Im Falle eines negativen Ergebnisses (Pathogen in kei-
ner Teilprobe nachgewiesen) müssen die Ergebnisse 
als “nicht nachgewiesen” berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses muss im Bericht 
die Anzahl der positiven Teilproben im Verhältnis zur 
Gesamtzahl der getesteten Proben angeben werden. 
Die Anzahl der cfu kann angegeben werden.

Qualitätssicherung
Aufzeichnungen über Pipettenkalibierungen (Datum und 
Ergebnisse) sollten erstellt werden.

Das Personal sollte über ausreichende Erfahrung im 
Umgang mit Pipetten verfügen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Verdünnungsplatten, die von der Positivkontrolle oder 
Referenzmaterial erstellt wurden, sollten Einzelkoloni-
en mit typischer Morphologie zeigen (Schritt 5.1).

•  Die Zahl der Kolonien der Verdünnungsplatte basie-
rend auf der Positivkontrolle oder dem Referenzmate-
rial sollte auf beiden Medien gleich sein (Schritt 5.1).

•  Die Zahl der Bakterienkolonien auf den Verdünnungs-
platten sollte mit der ausgestrichenen Verdünnung 
übereinstimmen (z. B. ungefähr zehnfache Reduktion 
je Verdünnungsstufe)(Schritt 5.1).

•  Bei der Sterilkontrolle (inkl. aller Verdünnungsplatten) 
darf kein Bakterienwachstum auftreten (Schritt 5.1).

•  Da in Saatgutchargen neben pathogenen Isolaten auch 
nicht-pathogene auftreten, ist eine Subkultivierung 
notwendig. Bei Vorhandensein sollten wenigstens die 
minimale Zahl verdächtiger Kolonien bestimmt wer-
den (zwei je Teilprobe und je semi-selektivem Medi-
um)(Schritte 6.1, 6.2) und alle Pseudomonas-artigen 
subkultivierten Isolate auf Pathogenität getestet wer-
den (Schritt 6.10). 

•  Im Pathogenitätstest Variante 2 dürfen die Bakteri-
ensuspension der verdächtigen und Positivkontroll-
kolonien keine höhere Konzentration als 106 cfu/ml 
(Schritte 8.2 and 8.3) haben. Wenn die Konzentration 
106 cfu/ml überschreitet, steigt das Risiko des Fehlens 
von typischen Symptomen an den Keimlingen und in 
diesem Fall kann die Untersuchung nicht als fehlerfrei 
angesehen werden. 

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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Méthodes générales
Préparation de dilutions au dixième en série : Chaque 

dilution doit être préparée en pipettant 0,5 ml (+-5 %) 
d’un extrait de semences bien mélangé ou d’une dilu-
tion précédente dans un tube universel (à bouchon), ou 
tout récipient similaire, contenant 4,5 ml (+-2 %) d’un 
diluant stérile puis en vortexant pour homogénéiser 
avant l’étape de dilution suivante. Un nouveau cône 
stérile doit être utilisé à chaque étape de la dilution. 
L’exactitude et la précision des pipettes doivent être vé-
rifiées régulièrement et re-calibrées si nécessaire. Il est 
toléré de préparer les dilutions au dixième en utilisant 
d’autres volumes à condition que le laboratoire puisse 
démontrer que l’exactitude et la précision requises sont 
atteinte.

Étalement des dilutions : Ceci doit être fait le plus tôt 
possible après que les dilutions aient été préparées et 
dans un délai maximum de 30 min. En travaillant de 
la plus haute dilution (la plus diluée) à l’extrait non 
dilué, 0,1 ml est pipetté et déposé au centre de la sur-
face gélosée sèche d’une boîte préalablement marquée 
et identifiée. Le liquide doit être ensuite étalé de façon 
homogène sur toute la surface du milieu gélosé avec 
un râteau. Si le travail est bien réalisé de la dilution la 
plus haute à la plus basse (ou à l’extrait non dilué), il est 
possible d’utiliser un seul cône et un seul râteau pour 
chaque échantillon. S’assurer que tout le liquide ait bien 
été absorbé par l’agar avant de retourner et d’incuber 
les boîtes. Si nécessaire, laisser les boîtes sécher sous 
un flux d’air stérile à un poste de sécurité microbiolo-
gique ou sous une hotte à flux laminaire.

Boîtes en secteurs : En utilisant un marqueur de labora-
toire, dessiner des lignes sur la base d’une boîte stan-
dard de 90 mm (boîte de Petri) pour la diviser en 6 sec-
teurs égaux. Prélever les colonies isolées des boîtes de 
dilution et réaliser une seule strie en zigzag sur un des 
secteurs de la boîte. Prendre soin de laisser un espace 
suffisant entre chaque isolat pour éviter la coalescence 
entre différentes colonies pendant la croissance. Ain-
si, six colonies suspectes peuvent être repiquées sur 
chaque boîte en secteurs. Des boîtes différentes doivent 
être utilisées pour chaque échantillon/ sous-échantillon. 
Si la pureté des isolats repiqués est douteuse, ceux-ci 
peuvent être davantage étalés sur des boîtes entières.

Indication des résultats : Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA.
 Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
 Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détecté 
sur aucun sous-échantillon), les résultats doivent être 
rapportés comme « non détecté ».

 En cas de résultat positif, le rapport doit indiquer le 
nombre de sous-échantillons positifs par rapport au 
nombre total testé. Le nombre d’ufc peut être indiqué.

Assurance qualité
Garder une trace de la date et des résultats des contrôles de 
calibrage des pipettes.

Il est essentiel que les opérateurs aient reçu une for-
mation appropriée et utilisent les pipettes automatiques 
correctement.

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Les boîtes de dilutions préparées à partir des témoins 
positifs ou des matériaux de référence doivent présen-
ter des colonies isolées de morphologie typique (étape 
5.1). 

•  Le nombre des colonies obtenues sur les boites de dilu-
tion à partir de l’isolat du témoin positif ou du matériel 
de référence doivent être similaire sur chaque milieu 
(étape 5.1).

•  Le nombre de colonies sur les boîtes de dilution doit 
être cohérent avec le degré de dilution (c.-à-d. doit di-
minuer environ 10 fois à chaque dilution)(étape 5.1).

•  On ne doit observer aucune colonie sur les boîtes de 
dilution du témoin négatif (étape 5.1).

•  Il est possible que des souches non pathogènes soient 
présentes dans les lots de semences ainsi que des 
souches pathogènes, c’est pourquoi il est essentiel de 
repiquer, si elles sont présentes, au moins le nombre 
minimum spécifié de colonies suspectes (deux par 
sous-échantillon et par milieu semi-sélectif)(étapes 6.1 
et 6.2) et de tester tous les isolats repiqués ressemblants 
au Pseudomonas pour effectuer un test de pouvoir pa-
thogène (étape 6.10).

•  Dans le test de pouvoir pathogène Option 2, les suspen-
sions bactériennes des colonies suspectes et du témoin 
positif ne doivent pas avoir une concentration supé-
rieure à 106 cfu/ml (étapes 8.2 et 8.3). Si la concentra-
tion excède 106 cfu/ml, le risque de ne pas observer de 
symptômes typiques sur plantules augmente et dans ce 
cas, le test ne peut pas être considéré comme fiable.

•  Les isolats de témoin positif (étapes 7.3 et 8.3) et les 
inoculations avec de l’eau déminéralisée stérile (étapes 
7.5 et 8.5) doivent être inclus dans tout test de pouvoir 
pathogène.

•  Lors du test de pouvoir pathogène, la souche de témoin 
positif doit donner des symptômes typiques (étapes 
7.7 et 8.7) et le témoin négatif ne doit produire aucun 
symptôme.

•  L’activité par gramme (g) de certains antibiotiques peut 
varier selon les lots. Il peut être nécessaire d’ajuster le 
poids ou le volume ajouté pour s’assurer que le nombre 
final d’unités par litre de milieu soit conforme (milieux 
KBBCA et SNAC).

7-029-7
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General methods
Preparation of ten-fold dilution series: Each dilution 

should be prepared by pipetting 0.5 ml (±5 %) from 
a well-mixed seed extract or previous dilution into a 
universal bottle (screw-capped) or similar container 
containing 4.5 ml (±2 %) of sterile diluent and then 
vortexing to mix prior to the next dilution step. A new 
sterile pipette tip should be used for each dilution step. 
Pipettes should be checked regularly for accuracy 
and precision and re-calibrated as necessary. It is 
acceptable to prepare ten-fold dilutions using other 
volumes provided that the laboratory can demonstrate 
that the required accuracy and precision can be 
achieved.

Plating of dilutions: This should be done as soon 
as possible after dilutions have been prepared and 
certainly within 30 min. Working from the highest 
(most dilute) dilution to the undiluted extract, 0.1 ml 
is pipetted onto the centre of a surface-dry, labelled 
agar plate. The liquid should then be spread evenly 
over the entire surface of the medium with a bent 
glass rod. If care is taken to work from the highest 
to the lowest dilution (or undiluted extract) a single 
pipette tip and a single bent glass rod can be used for 
each sample. Ensure that all liquid has been absorbed 
by the agar before inverting and incubating plates. If 
necessary allow plates to dry under a sterile air-flow 
in a microbiological safety cabinet or laminar flow 
hood.

Sectored plates: Using a laboratory marker pen draw 
lines on the base of a standard 90 mm plate (Petri 
dish) to divide it into six equal sectors. Subculture 
single colonies from dilution plates and make a 
single zigzagged streak within a single sector on the 
plate. Take care to leave sufficient space between 
each isolate to ensure the growth does not coalesce. 
Thus six suspect colonies can be subcultured to each 
sectored plate. Separate plates should be used for 
each sample/subsample. If the purity of subcultured 
isolates is doubtful, they should be further streaked 
out on whole plates.

Reporting results: The result of a seed health test 
should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
 The report must indicate the number of seeds tested. 
 In the case of a negative result (pathogen not detected 
in any subsample), the results must be reported as ‘not 
detected’.

 In the case of a positive result, the report must indicate 
the number of positive subsamples out of the total 
number tested. The number of cfu can be indicated.

Quality assurance
A record should be kept of the date and results of pipette 
calibration checks.

It is essential that operators have received appropriate 
training and use automatic pipettes correctly.

Critical control points (CCP)

•  Dilution plates prepared from positive control 
isolate(s) or reference material, should give single 
colonies with typical morphology (Step 5.1).

•  The numbers of colonies on dilution plates prepared 
from the positive control isolate(s) or reference 
material should be similar on both media (Step 5.1).

•  Numbers of bacteria on dilution plates should be 
consistent with the dilution (i.e. should decrease 
approx. tenfold with each dilution) (Step 5.1).

•  There should be no growth on dilution plates prepared 
as a sterility check (Step 5.1).

•  Due to the potential for non-pathogenic isolates to be 
present in seed lots together with pathogenic isolates, 
it is essential to subculture, if present, at least the 
minimum number of suspect colonies specified (two 
per subsample and per semi-selective medium)(Steps 
6.1, 6.2) and to test all Pseudomonas-like subcultured 
isolates for pathogenicity (Step 6.10).

•  In Pathogenicity Test option 2, the bacterial suspension 
of suspect and positive control colonies must not have 
a concentration higher than 106 cfu/ml (Steps 8.2 
and 8.3). If the concentration exceeds the 106 cfu/
ml, then the risk of not having typical symptoms on 
seedlings increases and in this case the test will not be 
considered accurate.

•  Positive control isolates (Steps 7.3 and 8.3) and 
inoculations with sterile demineralised water (Steps 
7.5 and 8.5) should be included in every pathogenicity 
test.

•  The positive control isolate should give typical 
symptoms (Steps 7.7 and 8.7) and the negative control 
should give no symptoms in the pathogenicity test.

•  The activity units per gram of some antibiotics may 
vary between batches. It may be necessary to adjust 
the weight or volume added to ensure that the final 
number of units per litre of medium is consistent 
(KBBCA and SNAC media).

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-029Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Medios y soluciones
Solución salina estéril

Cloruro de sodio (NaCl): 8,5 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml

Preparación

1. Pesar los reactivos en recipiente adecuado
2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver y colocar en los recipientes finales.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi durante 15 min.

Almacenaje

Asumiendo que los envases están cerrados herméticamen-
te, podrán ser almacenados por varios meses antes de ser 
utilizados.

Medio KBBCA

Proteosa peptona (ej. #3 Difco): 20,0 g
Glicerol: 10,0 g
K2HPO4: 1,5 g
MgSO4 anhídro: 0,73 g
H3BO3: 1,5 g
NaOH (1N) : 2,0 ml
Agar: 15 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Cicloheximida a: 100,0 mg
Cefalexina monohidrato b: 40,0 mg

a, b  Agregar después de autoclavar. Cantidades sólo como 
guía (PCC).

a  Disolver 500 mg de cicloheximida en 10 ml de etanol 
70 %, agregar 1 ml/l.

b  Disolver 800 mg de cephalexina monohidrato en 10 ml 
etanol 70 %, agregar 1 ml/l.

Filtrar y esterilizar cuando los antibióticos estén disueltos 
en agua en lugar de etanol 70 %.

Nota: La nistatina puede ser usada como una alternativa a 
la cicloheximida para controlar el hongo. Se deben disol-
ver 350 mg de nistatina en 10 ml de etanol 70 %, agregar 
1 ml al medio frio.

Preparación

1. Pesar los reactivos excepto los antibióticos en un 
recipiente adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Revolver para disolver.
4. Autoclavar a 121 °C a 15 psi por 15 min.
5. Preparar los antibióticos, esterilizar y filtrar 

adecuadamente.
6. Dejar enfriar el medio hasta los 50 °C aproximada-

mente antes de agregar los antibióticos.
7. Mezclar suavemente el medio fundido para evitar 

la aparición de burbujas y luego verter en las placas 
(18 ml por placa de 90 mm).

8. Dejar secar las placas bajo campana de flujo laminar o 
similar antes de usar.

Almacenaje

Las placas deben ser almacenadas de forma invertida en 
bolsas de polietileno a 4–8 °C y usar dentro de las próxi-
mas cuatro semanas para asegurar la actividad de los 
antibióticos.

7-029-8 Gültig ab 1. Januar 2024
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•  Positivkontrollisolate (Schritte 7.3 und 8.3) und Ino-
kulationen mit sterilem deionisiertem Wasser (Schritte 
7.5 und 8.5) sollten in jedem Pathogenitätstest einge-
schlossen sein.

•  Die Positivkontrollisolate müssen typische Symptome 
im Pathogenitätstest aufweisen (Schritte 7.7 und 8.7) 
und Negativkontrollen sollten keine Symptome im Pa-
thogenitätstest zeigen.

•  Die Aktivität je Gramm Antibiotikum kann zwischen 
den Chargen variieren. Es ist daher notwendig, die 
zuzugebende Menge (Gewicht oder Volumen) an-
zupassen, um die Endkonzentration der Einheiten 
je Liter Medium konstant zu halten (KBBCA- und 
SNAC-Medien).

Medien und Lösungen
Sterile Kochsalzlösung

Natriumchlorid (NaCl): 8,5 g/l 
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes Gefäß.
2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 

Wasser.
3.  Lösen und in die später zu verwendenden Behältnisse 

abfüllen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.

Lagerung

Bei gut verschlossenen Behältnissen ist eine Lagerung für 
mehrere Monate möglich.

KBBCA‑Medium

Proteose Pepton (z. B. #3 Difco): 20,0 g
Glycerin: 10,0 g
K2HPO4: 1,5 g
MgSO4 wasserfrei: 0,73 g
H3BO3: 1,5 g
NaOH (1N): 2,0 ml
Agar: 15 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml
Cycloheximida: 100,0 mg
Cephalexin-Monohydratb: 40,0 mg

a, b  Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur 
Richtwerte (KKP).

a  500 mg Cycloheximid in 10 ml 70-prozentigem Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml/l.

b  800 mg Cephalexin-Monohydrat in 10 ml 70-prozenti-
gem Ethanol lösen. Zugabe von 1 ml/l.

Wenn die Antibiotika in Wasser statt 70-prozentigem Etha-
nol gelöst werden, ist eine Filtersterilisierung nötig.

Anmerkung: Nystatin kann als Alternative für Cyclohe-
ximid zur Unterdrückung des Pilzwachstums verwendet 
werden. 350 mg Nystatin in 10 ml 70-prozentigen Ethanol 
lösen. Zugabe von 1 ml zum abgekühlten Medium.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer Antibiotika in ein 
geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml (oder 500 ml) destilliertem/deio-
nisiertem Wasser.

3.  Rühren zum Lösen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.
5.  Herstellung der Antibiotikalösungen und entsprechen-

des Filtersterilisieren.
6.  Vor Zugabe von Antibiotika das Medium auf 50 °C ab-

kühlen lassen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, um 

Luftblasenbildung zu vermeiden und Gießen der Plat-
ten (18 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Vor der weiteren Verwendung Trocknen der Platten in 
einer Sterilarbeitsbank oder ähnlichem.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in PE-Beuteln ver-
schlossen bei 4–8 °C gelagert und innerhalb von vier Wo-
chen verwendet werden, um die Aktivität der Antibiotika 
zu gewährleisten.

7-029-8 Effectives 1er janvier 2024
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Milieux et solutions
Solution saline stérile

Chlorure de sodium (NaCl) : 8,5 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml

Préparation

1.  Peser tous les produits dans un récipient adapté.
2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillé/déminéralisée.
3.  Dissoudre et distribuer dans les contenants finaux.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.

Stockage

Si les récipients sont bien fermés, la solution peut être stoc-
kée pendant plusieurs mois avant emploi.

Milieu KBBCA

Proteose peptone (par exemple: #3 Difco) : 20,0 g
Glycerol : 10,0 g
K2HPO4 : 1,5 g
MgSO4 anhydre : 0,73 g
H3BO3 : 1,5 g
NaOH (1N) : 2,0 ml
Agar : 15 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Cycloheximidea : 100,0 mg
Céphalexine monohydrateb : 40,0 mg

a, b Ajouté après autoclave. Quantités à titre indicatif seule-
ment (CCP).
a  Dissoudre 500 mg de cycloheximide dans 10 ml d’éthanol 

à 70 %. Ajouter 1 ml/l.
b  Dissoudre 800 mg de cephalexine monohydrate dans 

10 ml d’éthanol à 70 %. Ajouter 1 ml/l.

Stériliser par filtration quand les antibiotiques sont dissouts 
dans l’eau plutôt que dans l’éthanol à 70 %.

Remarque : La nystatine peut être utilisée comme alterna-
tive au cycloheximide pour limiter les champignons. Dis-
soudre 350 mg de nystatine dans 10 ml d’éthanol à 70 %. 
Ajouter 1 ml au milieu froid.

Préparation

1.  Peser tous les produits à l’exception des antibiotiques 
dans un récipient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Agiter pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions d’antibiotiques et stériliser par 

filtration si nécessaire.
6.  Laisser le milieu refroidir jusqu’à atteindre environ 

50 °C avant d’ajouter les solutions d’antibiotiques.
7.  Mélanger doucement le milieu pour éviter les bulles 

d’air et remplir les boîtes (18 ml pour une boîte de 
90 mm).

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte à flux laminaire ou 
équivalent avant d’utiliser.

Stockage

Stocker les boîtes préparées à l’envers dans des sacs en 
plastique à 4–8 °C et utiliser dans un délai de 4 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Media and solutions
Sterile saline

Sodium chloride (NaCl): 8.5 g
Distilled/deionised water: 1000 ml

Preparation

1.  Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and dispense into the final containers.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 p.s.i. for 15 min.

Storage

Provided containers are tightly closed, may be stored for 
several months before use.

KBBCA medium

Proteose peptone (e.g. #3 Difco): 20.0 g
Glycerol: 10.0 g
K2HPO4: 1.5 g
MgSO4 anhydrous: 0.73 g
H3BO3: 1.5 g
NaOH (1N): 2.0 ml
Agar: 15 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Cycloheximidea: 100.0 mg
Cephalexin monohydrateb: 40.0 mg

a, b Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).
a  Dissolve 500 mg of cycloheximide in 10 ml 70 % 

ethanol. Add 1 ml/l.
b  Dissolve 800 mg of cephalexin monohydrate in 10 ml 

70 % ethanol. Add 1 ml/l.

Filter sterilise when the antibiotics are dissolved in water 
rather than 70 % ethanol.

Note: Nystatin could be used as an alternative for 
cycloheximide to control fungi. Dissolve 350 mg of 
nystatin in 10 ml 70 % ethanol, add 1 ml to cool medium.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except the antibiotics into a 
suitable container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Stir to dissolve.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 p.s.i. for 15 min.
5.  Prepare the antibiotic solutions and filter sterilise as 

appropriate.
6.  Allow the medium to cool to approximately 50 °C 

before adding the antibiotic solutions.
7.  Mix the molten medium gently to avoid air bubbles 

and pour the plates (18 ml per 90 mm plate).
8.  Leave the plates to dry in a laminar flow bench or 

similar before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
4–8 °C and use within four weeks of preparation to ensure 
activity of antibiotics.
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Medio SNAC 

Triptona: 5,0 g
Peptona: 3,0 g
NaCl: 5,0 g
Sacarosa: 50,0 g
H3BO3: 10 ml (0,1 g/ml)
Agar: 15 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Cefalexina monohidrato a: 80,0 mg
Nistatina b: 35,0 mg

a, b  Agregar después de autoclavar. Cantidades sólo como 
guía (PCC).

a  Disolver 800 mg de cefalexina monohidrato en 10 ml eta-
nol 70 %, agregar 1 ml/l.

b  Disolver 350 mg de Nistatina en 10 ml etanol 70 %, agre-
gar 1 ml/l.

Esterilizar con filtro cuando los antibióticos estén disueltos 
en agua en lugar de 70 % etanol.

Preparación

1. Pesar los reactivos excepto el agar y los antibióticos 
en un recipiente adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Remover para disolver.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 min.
5. Preparar los antibióticos.
6. Dejar enfriar el medio hasta los 50 °C aproximada-

mente antes de agregar los antibióticos.
7. Mezclar suavemente el medio para evitar hacer burbu-

jas y verter en las placas (18 ml por placas de 90 mm)
8. Dejar secar las placas bajo campana de flujo laminar o 

similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas preparadas de fmanera invertida y 
dentro de bolsas de polietileno a 8 ±2 °C y usar dentro de 
los próximas cuatro semanas para asegurar la actividad de 
los antibióticos.

Gültig ab 1. Januar 2024
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SNAC‑Medium

Trypton: 5,0 g
Pepton: 3,0 g
NaCl: 5,0 g
Sucrose: 50,0 g
H3BO3: 10 ml (0,1 g/ml)
Agar: 15 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml
Cephalexin-Monohydrata: 80,0 mg
Nystatinb: 35,0 mg

a, b  Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur 
Richtwerte (KKP).

a  800 mg Cephalexin-Monohydrat in 10 ml 70-prozenti-
gem Ethanol lösen. Zugabe von 1 ml/l.

b  350 mg Nystatin in 10 ml 70-prozentigem Ethanol lösen. 
Zugabe von 1 ml/l.

Wenn die Antibiotika in Wasser statt 70-prozentigem Etha-
nol gelöst werden, ist eine Filtersterilisierung nötig.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer Agar und Anti-
biotika in ein geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml (oder 500 ml) destilliertem/deio-
nisiertem Wasser.

3.  Rühren zum Lösen.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.

5.  Herstellung der Antibiotika-Lösungen.
6.  Vor Zugabe von Antibiotika das Medium auf 50 °C ab-

kühlen lassen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, um 

Luftblasenbildung zu vermeiden, und Gießen der Plat-
ten (18 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Vor der weiteren Verwendung Trocknen der Platten in 
einer Sterilarbeitsbank oder ähnlichem.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in PE-Beuteln ver-
schlossen bei 8 ±2 °C) gelagert und innerhalb von vier Wo-
chen verwendet werden, um die Aktivität der Antibiotika 
zu gewährleisten.

Effectives 1er janvier 2024
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Milieu SNAC

Tryptone : 5,0 g
Peptone : 3,0 g
NaCl : 5,0 g
Sucrose : 50,0 g
H3BO3 : 10 ml (0,1 g/ml)
Agar : 15 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Céphalexine monohydratea : 80,0 mg
Nystatineb : 35,0 mg

a, b Ajouté après autoclavage. Quantités à titre indicatif seu-
lement (CCP).
a  Dissoudre 800 mg de céphalexine monohydrate dans 

10 ml d’éthanol à 70 %. Ajouter 1 ml/l.
b  Dissoudre 350 mg de nystatine dans 10 ml d’éthanol à 

70 %. Ajouter 1 ml/l.

Stériliser par filtration quand les antibiotiques sont dissous 
dans l’eau plutôt que dans l’éthanol à 70 %

Préparation

1.  Peser tous les produits à l’exception de l’agar, des anti-
biotiques, du lait écrémé et du Tween™ 80 dans un réci-
pient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Agiter pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions d’antibiotiques.
6.  Laisser le milieu refroidir jusqu’à atteindre environ 

50 °C avant d’ajouter les solutions d’antibiotiques.
7.  Mélanger doucement le milieu pour éviter les bulles 

d’air et remplir les boîtes (18 ml pour une boîte de 
90 mm).

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte à flux laminaire ou 
équivalent avant d’utiliser.

Stockage

Stocker les boîtes préparées à l’envers dans des sacs en 
plastique à 4–8 °C et utiliser dans un délai de 4 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

7-029-9
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SNAC medium

Tryptone: 5.0 g
Peptone: 3.0 g
NaCl: 5.0 g
Sucrose: 50.0 g
H3BO3: 10 ml (0.1 g/ml)
Agar: 15 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Cephalexin monohydratea: 80.0 mg
Nystatinb: 35.0 mg

a, b Added after autoclaving. Antibiotic amounts for 
guidance only (CCP).
a  Dissolve 800 mg of cephalexin monohydrate in 10 ml 

70 % ethanol. Add 1 ml/l.
b  Dissolve 350 mg of nystatin in 10 ml 70 % ethanol. Add 

1 ml/l.

Filter sterilise when antibiotics are dissolved in water 
rather than 70 % ethanol.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except the agar and 
antibiotics into a suitable container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Stir to dissolve.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 p.s.i. for 15 min.
5.  Prepare the antibiotic solutions.
6.  Allow medium to cool to approximately 50 °C and 

add the antibiotic solutions.
7.  Mix the molten medium gently to avoid air bubbles 

and pour the plates (18 ml per 90 mm plate).
8.  Leave the plates to dry in a laminar flow bench or 

similar before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 
8 ±2 °C) and use within four weeks of preparation to 
ensure activity of antibiotics.
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